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3 Zusammenfassung:

Das Immunsystem besitzt die herausragende Fahigkeit anhand evolutionar
konservierter, pathogen-assoziierter Muster zwischen kérpereigenen und fremden
Strukturen zu unterscheiden. Die Detektion von Mikroorganismen lost eine skalierte
Immunreaktion aus, die von einer Reihe von Faktoren abhangig ist. Im Falle einer
Infektion mit Bakterien spielen dabei unter anderem die Virulenz, die Lokalisation der
Infektion als auch die Lebendigkeit der Bakterien eine Rolle. Sander et al. konnten
2011 zeigen, dass murine Makrophagen die Vitalitat von Bakterien anhand ihrer RNA
erkennen und daraufhin das NLRP3-Inflammasom aktivieren. Dieses ist ein
zytosolischer Proteinkomplex, welcher eine Reihe von endogenen und exogenen
Stimuli erkennt und unter anderem die Vorstufe von IL-1( in seine aktive Form
Uberfahrt. Die Mechanismen der Inflammasomaktivierung durch lebende Bakterien in
humanen Monozyten sind jedoch unklar.

Wir fanden eine NLRP3-abhéngige IL-1B Produktion, jedoch zeigte die NLRP3-
Aktivierung durch lebende E. coli in humanen Monozyten keine Merkmale der
kanonischen Inflammasomaktivierung, wie Abhéngigkeit von der extrazellularen
Kaliumkonzentration, Pyroptose und die Aggregation sogenannter Pyroptosome.
Stattdessen ahnelt der Prozess einer kirzlich beschriebenen durch Toll-like Rezeptor
4 (TLR4) ausgeldsten alternativen Inflammasomaktivierung. Wir untersuchten
daraufhin die zugrundeliegenden Mechanismen und die involvierten Rezeptor- und
Adaptermolekule. Dazu verwendeten wir neben primaren Monozyten die humane
BlaER1-Zelllinie, die nach Transdifferenzierung einen monozytaren Phanotyp
annimmt und in welcher die Existenz des alternativen Inflammasoms zum ersten Mal
beschrieben wurde. Wir konnten zeigen, dass die alternative
Inflammasomaktivierung durch bakterielle RNA ausgel6st wird. Die Inflammasom-
aktivierung und IL-1B Freisetzung durch lebende E. coli wird vermittelt durch NLRP3,
ASC und Caspase-1. Wahrend die Induktion von IL-1$ durch tote E. coli TLR4
bendtigte und damit auf das LPS zurlickzufiihren ist, aktivierten lebende E. coli ber
ihre RNA zusatzlich einen Signalweg tiber den RNA-Rezeptor TLR8 und das
Adaptermolekil MyD88. Diese Befunde stellen erneut die Rolle von TLRS fiir die
Erkennung von mikrobieller Vitalitat heraus. Die Aktivierung von RNA-Rezeptoren
wie TLR8 ist somit ein zentraler Mechanismus in der angeborenen Immunantwort

gegen lebende Mikroorganismen.



4 Abstract:

The immune system has the outstanding ability to distinguish between endogenous
and foreign structures based on evolutionarily conserved pathogen-associated
patterns. The detection of microorganisms triggers a scaled immune response that
depends on a number of factors. In case of bacterial infection, virulence, localization
of the infection as well as bacterial viability play a role among others. In 2011, Sander
et al. showed that murine macrophages recognize the viability of bacteria by their
RNA and subsequently activate the NLRP3 inflammasome. This is a cytosolic protein
complex that recognizes a range of endogenous and exogenous stimuli and as a
result converts the precursor of IL-1f into its active form. However, the mechanisms
of inflammasome activation by live bacteria in human monocytes remain unclear.
We found NLRP3-dependent IL-13 production, but NLRP3 activation by live E. coli in
human monocytes did not show features of canonical inflammasome activation, such
as dependence on extracellular potassium concentration, pyroptosis, and
aggregation of so-called pyroptosomes. Instead, the process resembles a recently
described alternative inflammasome activation via Toll-like receptor 4 (TLR4).
Consequently, we investigated the underlying mechanisms and the receptor and
adaptor molecules involved. For this purpose, in addition to primary monocytes, we
used the human BlaERL1 cell line, which assumes a monocytic phenotype after
transdifferentiation and in which the existence of the alternative inflammasome was
described for the first time.

We demonstrated that alternative inflammasome activation is triggered by bacterial
RNA. Inflammasome activation and IL-1[3 release by live E. coli is mediated by
NLRP3, ASC, and Caspase-1. Whereas the induction of IL-1B by heat-killed E. coli
required TLR4 and was thus due to the LPS, live E. coli additionally activated a
signaling pathway via the RNA receptor TLR8 and the adaptor molecule MyD88.
These findings again highlight the role of TLRS8 in the recognition of microbial
viability. The activation of RNA receptors such as TLR8 is a central mechanism in the

innate immune response against living microorganisms.



5 Einleitung:

5.1 Von der Mustererkennung zur skalierten Immunantwort

Eine fundamentale Aufgabe des Immunsystem ist die Erkennung und Bekampfung
von Infektionserregern. Eine zentrale Frage dabei ist, wie das Immunsystem
zwischen fremden und potentiell gefahrlichen Erregern und Bestandteilen des
eigenen Korpers oder harmlosen Mikroorganismen unterscheidet?.

Von Charles Janeway stammt die Theorie, dass das angeborene Immunsystem
zwischen ,korpereigen® (self) und ,fremd” (non-self) mithilfe von
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition rececptors = PRRS)
unterscheidet?. PRRs erkennen evolutionar konservierte Bestandteile von
Mikroorganismen, sogenannte pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen-
associated molecular patterns = PAMPs)3. Ein sehr gut bekanntes PAMP ist das
bakterielle Lipopolysachharid (LPS), welches Bestandteil der auf3eren Membran von
gramnegativen Bakterien ist und vom Mustererkennungsrezeptor TLR4 erkannt
wird?,

Polly Matzinger schlug 1994 in der sogenannten ,Danger-Theorie® vor, dass das
Immunsystem nicht auf fremde Muster, sondern in erster Linie auf die Detektion von
Gefahr spezialisiert sei®. Dabei wirden dann nicht unbedingt fremde
Mikroorganismen direkt erkannt, sondern die Gefahrsignale, die auch aus den Zellen
des Wirtes hervorgehen kénnen®.

Mit der Identifizierung einer Reihe von Mustererkennungsrezeptoren hat Janeways
Theorie viel experimentelle Bestatigung erhalten?. Dennoch lassen sich nicht alle
Fragen der Infektionsimmunologie mit diesem bestechenden Modell erklaren. Offen
bleibt unter anderem die Frage, wie das Immunsystem seine Antwort skaliert, je
nachdem ob es sich um einen harmlosen Kontakt mit toten oder avirulenten
Bakterien handelt oder um eine lebensbedrohliche Sepsis?.

Vor dem Hintergrund der oben skizierten Debatte, schlugen Blander und Sander ein
Modell mit finf Checkpoints vor, welches zusatzlich zur Erkennung von
Mikroorganismen durch Mustererkennung deren Geféhrlichkeit fir den Wirt exakt
einschatzt und vereinen damit Teile der Theorie von Janeway mit der von Matzinger?.
Erstens sei die Anzahl der prasentierten PAMPs und damit aktivierten

Mustererkennungsrezeptoren und die Frage, ob diese gel6st und isoliert oder auf
7



einem Mikroorganismus prasentiert werden wichtig. Zweitens spiele es eine Rolle, ob
die Mikroorganismen tot oder lebendig seien. Drittens sei es entscheidend, ob es
sich um pathogene oder nicht pathogene Mikroorganismen handele. Dieses werde
durch das Vorhandensein und die Aktivitat von Virulenzfaktoren, die unterschiedlich
erkannt werden, z.B. auch uUber sogenannte Gefahrensignale (Danger associated
molecular patterns = DAMPS) bestimmt. Viertens misse das Immunsystem
entscheiden, ob es sich um Kommensalen oder um invasive Mikroorganismen
handele und flinftens sei die Lokalisation der Infektion (z.B. mukosal oder

systemisch) bestimmend fur die Immunantwort?.

5.2 Mikrobielle Lebendigkeit — ein eigener Checkpoint des angeborenen
Immunsystems?

Ergebnisse zu diesem Thema wurden kiirzlich in einer Ubersichtsarbeit von Ugolini
und Sander zusammengetragen, auf der die folgende Zusammenfassung beruht®.
Klinisch ist seit langem bekannt, dass Lebendimpfstoffe eine deutlich robustere
Immunantwort erzeugen als Totimpfstoffe und dass beispielsweise im Falle der
Mumps-Masern-Rételn Impfung eine einzelne Impfung lebenslangen Schutz vor der
Erkrankung erzeugt, wahrend klassische Totimpfstoffe nach definierten Intervallen
aufgefrischt werden missen’.

Ausgehend von dieser Uberlegung und vorhergehenden Studien, die beispielsweise
gezeigt hatten, dass eine Impfung mit gettteten Listeria monocytogenes im
Gegensatz zur Infektion mit lebenden Listeria monocytogenes keine protektiven
CD8+ Effektor-T-Zellen induziert®, konnten Sander und Kollegen 2011 ausftihrlich
demonstrieren, dass das Immunsystem zwischen lebenden und toten Bakterien
unterscheiden kann und in Abhangigkeit davon eine unterschiedlich starke
Immunantwort auslost®.

Dabei produzierten murine Makrophagen nach Stimulation mit lebenden oder toten
E. coli die gleichen Mengen an IL-6 und TNF, unterschieden sich jedoch in der
Produktion von IFN-B und IL-1B°. Als daftir verantwortliches Molekl wurde die
bakterielle RNA ausgemacht, welche eine sehr kurze Halbwertszeit besitzt und nach
dem Tod der Bakterien rasch abgebaut wird®.

Sie schlugen den Terminus vita-PAMP vor fiir Molektle, welche dem Immunsystem

Lebendigkeit von Mikroorganismen anzeigen kénnen®.
8



Spater wurde gezeigt, dass c-d-AMP, ein bakterieller second Messenger, der in
gram-positiven Bakterien vorkommt ebenfalls als vita-PAMP fungieren kann'. Dieser
fuhrt Gber die Bindung an den zytosolischen Rezeptor STING zur Ausschittung von
Typ 1 Interferonen®®,

Abgesehen von Antigenprasentierenden Zellen (APC), kbnnen auch neutrophile
Granulozyten zwischen lebenden und toten Bakterien unterscheiden und in
Abhangigkeit davon die sogenannten NETs (Neutrophil Extracellular Traps =
neutrophile extrazellulare Fallen) bilden'! und Mukosa-assoziierte invariante T-Zellen
(MAIT Zellen) erkennen ein Zwischenprodukt des Vitamin B Stoffwechsels, welches
nur in lebenden Bakterien vorkommt?!2,

Die Erkennung der mikrobiellen Lebendigkeit durch antigenprasentierende Zellen hat
aber auch Auswirkungen auf adaptive Immunantworten3. Ugolini*2 et al. und
Barbet! et al. konnten zeigen, dass die Erkennung von bakterieller RNA aus
lebenden Bakterien durch APC zur Differenzierung von follikularen T-Helferzellen
(Trn) fUhrt. Diese spielen eine entscheidende Rolle in den Keimzentren der
Lymphfollikel, wo sie die Affinitatsreifung von Antikérpern und die Entstehung von
Gedachtnis B-Zellen unterstitzen?.

In Zellen von Menschen und Schweinen war dieser Mechanismus abhangig von
TLR8'3. Dieser endosomale Mustererkennungsrezeptor erkennt
Degradationsprodukte von RNA'. Ugolini et al. konnten au3erdem zeigen, dass die
Impfung von Schweinen mit einem lebenden, bakteriellen Salmonellen-Impfstoff im
Gegensatz zum selben Hitze-inaktivierten Impfstoff zur vermehrten Differenzierung
von follikularen T-Helferzellen und zur Bildung von Antikorpern fuihrte!3. AuBerdem
zeigte sich eine hohere protektive Immunitat nach Impfung mit dem lebenden
Tuberkuloseimpfstoff BCG bei einer Kohorte mit einem TLR8 Polymorphismus,

welcher mit erhohter Rezeptoraktivitat assoziiert war®3,

5.3 Mustererkennungsrezeptoren fur mikrobielle RNA

Wie im letzten Absatz beschrieben, ist mikrobielle RNA das bisher am besten
untersuchte vita-PAMP. Fur die Erkennung dieser in Zellen der angeborenen
Immunitat sind verschiedene Mustererkennungsrezeptoren verantwortlich, die im
Folgenden kurz beschrieben werden und die zunachst vor allem fir die Erkennung

von Viren bekannt waren?’,



Im Zytosol finden wir unter anderem die Proteine MDAS und RIG-I, die zu den RIG-I-
like Rezeptoren (RLRs) gehodren und das Adapterprotein MAVS benotigen?8,
Wahrend MDA5S Doppelstrang-RNA erkennt, ist RIG-I fur die Erkennung von 5'-
triphosphat RNA verantwortlich®. NOD-like Rezeptoren (NLR) und im speziellen das
NLRP3-Inflammasom werden weiter unten diskutiert.

Endosomale RNA-Rezeptoren hingegen gehoéren zur Familie der Toll-like
Rezeptoren!®, TLR3 erkennt Doppelstrang-RNA und verwendet im Gegensatz zu den
anderen TLRs, die Gber MyD88 ihre Signale weiterleiten, das Adapterprotein TRIFS.
TLR13 wird in murinen, nicht aber in menschlichen Immunzellen exprimiert und
erkennt ribosomale RNA®. TLR7 und TLR8 schlie3lich erkennen

Degradationsprodukte von Einzelstrang-RNA*,

cytoplasmic
receptors

dsRNA 5%-ppp-RNA
endosomal

receptors
23S rRNA

Abbildung 1: Wichtige endosomale und zytoplasmatische RNA-Rezeptoren der angeborenen
Immunitat

Abbildung 1 aus der Publikation!® von Vierbuchen et al., RNA is taking its Toll: Impact of RNA-specific
Toll-like receptors on health and disease., Allergy, 2019: Fiir die Verwendung in dieser Promotion
wurde die Erlaubnis des Verlages eingeholt (Lizenznummer: 5044881472398).

Den endosomalen RNA-Rezeptoren TLR3, TLR7, TLR8 und TLR13 stehen die zytoplasmatischen
RNA-Rezeptoren MDA5 und RIG-I gegeniiber. Wahrend erstere mit Ausnahme von TLR3 Uber das
Adapterprotein MyD88 zur Aktivierung von NF-kB fuhren, sind letztere zur Signalweitergabe auf das
Adapterprotein MAVS angewiesen’8, (dsRNA = Doppelstrang-RNA, ssRNA = Einzelstrang-RNA,
rRNA = ribosomale RNA, IRF = Interferon regulierender Faktor)
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5.4 Vesikel der dulzeren Membran (Outer membrane vesicles = OMV) als
maogliche Carrier von bakterieller RNA
Wir stellten uns die Frage, wie bakterielle RNA von pradominant extrazellularen
Bakterien zytosolische Rezeptoren aktivieren kénnte und wollten deshalb die Rolle
von OMV genauer beleuchten.
OMV schniren sich von der &ul3eren Membran von gram-negativen Bakterien ab
und kénnen Bestandteile aus dem bakteriellen Zytoplasma enthalten'®. lhnen werden
diverse Funktionen zugeschrieben. So kénnen sie beispielsweise Virulenzfaktoren
oder Enzyme zum Abbau von Antibiotika enthalten®®. Der Inhalt von OMV kann
gegenuber dem Zytoplasma der Bakterien mit bestimmten Molekilen angereichert
sein, die zum Transport zwischen den Bakterien vorgesehen sind?°.
Aber dieser Transport findet nicht nur zwischen den Bakterien selber statt, sondern
kann auch die Wirtszellen miteinbeziehen!®. Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass OMV von Pseudomonas aeruginosa bestimmte kurze RNAs (SRNAS)
anreichern und ins Zytosol von Wirtszellen transportieren?. Diese stéren Funktion
und Stabilitat von mRNA des Wirtes und sorgen so fur eine verminderte

Immunantwort des Wirtes°.

5.5 Die Inflammasome - zentrale Schalter der angeborenen Immunitat

Im Folgenden wird das Inflammasom als zentraler Schalter der Erkennung von
lebenden Bakterien néher beleuchtet®.

Inflammasome sind Multiproteinkomplexe, die sich im Zytosol von Zellen der
angeborenen Immunitat bilden und dort als molekulare Plattformen fir pro-
inflammatorische Caspasen fungieren?!. Aktivierte Caspasen spalten
Vorlauferformen pro-inflammatorischer Zytokine in deren aktive Form, als
prominentestes Beispiel IL-1B22. Die Nomenklatur von Inflammasomen richtet sich
nach dem Sensorprotein. Neben dem AIM2- und dem Pyrin Inflammasom, bilden die
NLR Inflammasome eine gréR3ere Familie, zu denen unter anderem das NLRP1B-,
das NLRC4/NAIP5- und das NLRP3-Inflammasom gehoren?t,

Das NLRP3-Inflammasom ist sicherlich das am intensivsten untersuchte, aber auch

in seiner Funktion komplexeste Inflammasom?t. Aus Experimenten in murinen
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Immunzellen ist zudem bekannt, dass das NLRP3-Inflammasom an der Detektion
von vitalen Bakterien beteiligt ist®.

Auf molekularer Ebene lasst sich das NLRP3-Inflammasom in seine Bestandteile
NLRP3, ASC und Caspase-1 aufteilen??. Dabei fungiert NLRP3 als der Sensor, ASC
als das Adapterprotein und Caspase-1 als das Effektorprotein?3.

NLRP3 ist ein zytosolischer Sensor, der durch eine Vielzahl von exogenen und
endogenen Stimuli aktiviert werden kann?3. Es werden verschiedene
Aktivierungsmechanismen von NLRP3 unterschieden. Am besten bekannt und
studiert ist die sogenannte ,kanonische“ NLRP3-Inflammasomaktivierung?3. Diese
erfolgt als zweischrittiger Prozess?3. Durch ein Priming Signal tber einen Toll-Like-
Rezeptor, den TNF-Rezeptor oder den IL-1-Rezeptor kommt es zur Aktivierung von
NF-kB und damit zur vermehrten Transkription und Translation von pro-IL-18, pro-IL-
18 und NLRP323, Die eigentliche Aktivierung von NLRP3 erfolgt tiber ein zweites
Signal. Im Gegensatz den meisten anderen Mustererkennungsrezeptoren erkennt
NLRP3 dabei nicht nur ein paar wenige konservierte Strukturen, sondern reagiert auf
eine grofRe Anzahl von strukturell sehr diversen Molekilen, welche PAMPs von
Viren, Bakterien oder Pilzen oder endogene DAMPs als Folge von Zellschadigung
sein konnen?3, Aktuell geht man davon aus, dass am ehesten zellulare Stresssignale
auf konservierten Signalwegen zusammenlaufen und zu einer NLRP3-Aktivierung
fuhren?3. Hierbei werden verschiedene zugrundeliegende Mechanismen diskutiert.
Zu diesen gehoren Ausstrom von intrazellularem Kalium aus der Zelle?* und andere
lonenflisse, Ruptur der Lysosomen und metabolische und mitochondriale
Veranderungen?3. Kirzlich wurde berichtet, dass nach Stimulation durch
unterschiedliche Signale ein desintegriertes Trans-Golgi-Netzwerk als Gerust fur
NLRP3 fungiert?®,

Nach Aktivierung bilden sich NLRP3-Oligomere, welche zusammen mit dem Protein
ASC grofRRe Proteinkomplexe bilden?3. Erst kiirzlich wurde beschrieben, dass die
Kinase NEK7 essentiell an dem Prozess der kanonischen NLRP3-
Inflammasomaktivierung beteiligt ist?6. ASC bildet einen molekularen Adapter fir
Caspase-1, welche sich autokatalytisch prozessiert und dadurch aktiviert?3. Die
Vorstufen von IL-1B und IL-18 sind Substrate fir die aktive Caspase-1, welche die
Pro-Zytokine proteolytisch aktiviert. Bei der sogenannten kanonischen Form der
NRLP3-Inflammasomaktivierung bildet sich pro Zelle ein einzelner makromolekularer

Proteinkomplex, der ASC-Speck?’, der aufgrund der Funktion beim
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inflammatorischen Zelltod (=Pyroptose) auch Pyroptosom genannt wird?3. Bei der
Pyroptose aktiviert Caspase-1 Gasdermin D?8, welches sich in die Zellmembran
einbaut, dadurch Poren formt und so zum inflammatorischen Zelltod (Pyroptose)
fuhrt. Auf diese Weise vermittelt Gasdermin D auch die Freisetzung von IL-13%2.
Neben dieser kanonischen NLRP3-Inflammasomaktivierung existiert auch die
sogenannte nicht-kanonische NLRP3-Inflammasomaktivierung?®. Hierbei wird
zytosolisches LPS erkannt?®. In murinen Zellen ist dafir Caspase-11 verantwortlich?®,
in humanen Zellen Caspase-4 oder Caspase-5°°. Diese Effektor-Caspasen spalten
Gasdermin D, welches nach Einbau in die Zellmembran und Porenbildung zur
Pyroptose fuhrt. Der dabei entstehende Kaliumefflux, aktiviert zudem das NLRP3-
Inflammasom wie oben bereits beschrieben?3.

Neben der kanonischen und der nicht-kanonischen Inflammasomaktivierung existiert
eine dritte Variante der NLRP3-Inflammasomaktivierung3!. Diese ,alternative*
Inflammasomaktivierung benotigt nur einen einzelnen Stimulus zur Aktivierung, fuhrt
jedoch im Gegensatz zur kanonischen und nicht-kanonischen
Inflammasomaktivierung nicht zum Zelltod3!. In menschlichen und porzinen
Monozyten, aber nicht in Mauszellen, reicht extrazellulares LPS aus, um dieses
alternative NLRP3-Inflammasom zu aktivieren3.. LPS aktiviert tiber TLR4 eine
intrazellulare Signalkaskade Uber TRIF, RIPK1, FADD und Caspase-8, welche durch
einen noch nicht vollstandig geklarten Mechanismus zur Aktivierung von NLRP3
fuhrt3l. Interessanterweise kommt es bei dieser sogenannte alternativen NLRP3
Inflammasomaktivierung nicht zum Kaliumefflux3!. Es bilden sich keine ASC Specks
und es kommt auch nicht zur Pyroptose, jedoch werden grof3e Mengen IL-18 und IL-
18 produzierts?,

Die physiologische Bedeutung, insbesondere der alternativen Inflammasom-
aktivierungen ist nicht geklart. Zudem ist unklar, ob neben LPS weitere Stimuli zu
einer alternativen Inflammasomaktivierung fihren und welche Signalwege daftr

verantwortlich sind.
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Abbildung 2: Gegenuberstellung von kanonischer und alternativer NLRP3-
Inflammasomaktivierung

Abbildung aus der Publikation3! von Gaidt et al., Human Monocytes Engage an Alternative
Inflammasome Pathway, Immunity, 2016: Fur die Verwendung in dieser Promotion wurde die
Erlaubnis von Elsevier eingeholt (Lizenznummer: 5038311076678).

Klassische (=kanonische) Inflammasomaktivierung bendtigt ein Priming- und ein Aktivierungssignal.
Es kommt zum Kaliumausstrom aus der Zelle und zum inflammatorischen Zelltod (Pyroptose).
Demgegentber ist die alternative Inflammasomaktivierung ein gradueller Prozess, fur den ein
einzelnes Aktivierungssignal ausreicht.

Die Wirkungen von IL-1B sind vielfaltig3?. Sie reichen von der Stimulation von
Akutphase-Proteinen in der Leber Gber die Mobilisierung von Immunzellen aus dem
Knochenmark bis zur Induktion von Fieber im Hypothalamus, um nur einige
prominente Beispiele zu nennen??, IL-1p ist zentral an vielen chronisch oder akut
entztindlichen Krankheitsprozessen beteiligt, wie z.B. der bakteriellen Sepsis, der
rheumatoiden Arthritis oder der Gicht:.

Im Kontext von Infektionen mit pathogenen Bakterien wird das NLRP3-Inflammasom
haufig durch porenformende Toxine aktiviert3*. Im Falle einer Infektion mit
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Streptococcus pneumoniae, dem haufigsten Erreger der ambulant erworbenen
Pneumonie und einem wichtigen Ausloser der bakteriellen Meningitis, fuhrt das
porenbildende Exotoxin Pneumolysin zur NLRP3 Aktivierung3®. In einem Mausmodell
der Lungenentziindung konnte hierbei gezeigt werden, dass NLRP3 protektiv wirkt3®,
Abgesehen von seiner Rolle bei Infektionen, spielt NLRP3 auch bei sterilen,
inflammatorischen Erkrankungen eine wichtige Rolle®3. Aktivierende Mutationen im
NLRP3 Gen fuhren zum sogenannten Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndrom,
einer Gruppe von drei monogenetischen, autoinflammatorischen Erkrankungen?3 36,
AulRRerdem spielt NLRP3 eine Rolle in der Pathogenese von vielen multifaktoriellen
Erkrankungen, wie beispielsweise Typ 2 Diabetes, Gicht, Atherosklerose oder

Multiple Sklerose?’.

5.6 NLRP3-Inflammasomaktivierung durch Erkennung von bakterieller
Vitalitat

Die Forschung zur Wirkweise und Signalkaskaden der Inflammasomaktivierung
basiert zu einem groRen Teil auf Mausmodellen oder murinen Zellsystemen?3. Auch
die Arbeit in der Sander et al. zeigen konnten, dass Zellen der angeborenen
Immunitét bakterielle Lebendigkeit anhand prokaryotischer RNA erkennen kdnnen
und daraufhin das NLRP3 Inflammasom aktivieren, stitzt sich auf Experimente mit
Mausen und Mauszellen®.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Detektion lebender Bakterien und die
Mechanismen der Inflammasomaktivierung in humanen Monozyten untersucht. In
der Dissertation von Elisa Helbig konnte gezeigt werden, dass auch humane
Monozyten, humane dendritische Zellen und humane Alveolarmakrophagen
bakterielle Vitalitat erkennen und auf die Detektion von lebenden E. coli mit einer
starken Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und der Produktion von IL-13
reagieren®®. Das in dieser und vorherigen Arbeiten eingesetzte Modellbakterium E.
coli K12 DH5a besitzt keine bekannten Virulenzfaktoren, wie z.B. Exotoxine, die zu
einer kanonischen NLRP3-Inflammasomaktivierung fuhren®.

Die Mechanismen der NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende, apathogene

Bakterien oder durch bakterielle RNA in humanen Monozyten waren bislang unklar.
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Ebenso war ungeklart, ob dies ein generelles Phanomen ist und speziestbergreifend

fur alle Bakterien zutrifft.

Dafir untersuchten wird folgende Hypothesen:

1.

Lebende, im Gegensatz zu toten Bakterien aktivieren das NLRP3-
Inflammasom in humanen Monozyten.

Bakterielle RNA ist fur die NLRP3-Inflammasomaktivierung in humanen
Monozyten durch lebende E. coli verantwortlich.

Vesikel der au3eren Membran (Outer membrane vesicles=OMV) schniiren
sich von der auReren Membran der E. coli ab und transportieren bakterielle
RNA ins Zytosol der Monozyten, woraufhin diese das NLRP3-Inflammasom

aktiviert.

Daraus ergaben sich folgende weitere Forschungsfragen:

1. Fuhren lebende E. coli, bakterielle RNA und OMV zu einer kanonischen, nicht-
kanonischen oder alternativen NLRP3-Inflammasomaktivierung in humanen
Monozyten?

2. Welche Rezeptoren und Adaptermolekiile sind notwendig, damit das NLRP3-
Inflammasom in humanen Monozyten nach Infektion mit lebenden E. coli oder
Stimulation mit OMV aktiviert wird?

6 Methoden:

6.1 Allgemeiner Experimentaufbau:

Primére, humane Monozyten wurden aus Buffy Coats oder Leukapharesefiltern von

gesunden Blutspendern isoliert. Humane Monozyten wurden in vitro mit Bakterien

infiziert oder mit verschiedenen Bakterienbestandteilen stimuliert. Die Experimente

wurden in der Regel nach 18 Stunden gestoppt und die Zellantwort gemessen,

meistens mittels Zytokinmessung aus den Uberstanden.
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Abbildung 3: Stimulationsexperimente mit priméaren, humanen Monozyten

Da genetische Modifizierung primérer, humaner Monozyten schwierig ist,

verwendeten wir als Modell die BlaER1 Zelllinie3® 4°, Hierbei handelt es sich um eine

B-Zelllinie, die durch transgene Expression von C/EBPa in Kultur mit IL-3, M-CSF

und Estradiol in einen monozytaren Phanotyp transdifferenziert werden kann. Tim

Vierbuchen erzeugte stabile Knock-out Klone der BlaER1-Zelllinie fur verschiedene

relevante Gene des angeborenen Immunsystems. Nach der Transdifferenzierung

stimulierten oder infizierten wir die BlaER1-Zellen genau wie die primaren, humanen

Monozyten und werteten die Experimente mittels ELISA aus.

7d

BlaER1-B-Zellen in
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v

Transdifferenzierung mit IL-3,
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Abbildung 4: Stimulationsexperimente mit BlaER1-Monozyten
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6.2 Isolation von primaren, humanen Monozyten:

Primare, humane CD14*CD16 Monozyten isolierten wir aus Buffy-Coats oder aus
Leukozytapharesefiltern, die als Nebenprodukt der Blutspende gewonnen und als
Forschungspréparate kommerziell bezogen wurden.

Zuerst wurden mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) isoliert. Die
Zellen der Buffy-Coats oder Leukozytapharesefiltern wurden mit komplettem RPMI
Medium ausgewaschen und bei 800 g fur 25 Minuten Uber der Trennlésung Pancoll
zentrifugiert. Durch ihre spezifische Dichte von 1.077 g/ml trennt sie Erythrozyten,
Granulozyten und tote Zellen, die durch die Lésung wandern und mononukleare
Zellen des peripheren Blutes, die als Film auf der Trennlésung verbleiben. Dieser
Film von PBMC wurde anschlie3end abgetrennt, in PBS aufgenommen und durch
mehrfache Zentrifugationsschritte (300-120 g, 10 min) mit PBS gewaschen, um
verbleibende Thrombozyten zu entfernen.

Die Isolation der Monozyten erfolgte mithilfe einer immunomagnetischen
Negativselektion mit dem EasySep™ Human Monocyte Isolation Kit, streng nach
dem Protokoll des Herstellers. Dabei werden die Zellen, die keine CD14*CD16
Monozyten sind mit einem tetrameren Antikérper-Komplex markiert, der ebenfalls an
danach hinzuzufiigende magnetische Partikel bindet. Mithilfe eines Magneten
werden so die nicht gewinschten Zellen gebunden und die Monozyten kdnnen in ein
neues Rohrchen eluiert werden.

Die so isolierten, priméren, humanen Monozyten wurden in kompletten RPMI
Medium aufgenommen und auf 96-Well-Platten aufgeteilt, 10° Zellen/ml, 100 pl/Well.
Davor wurden die Zellen mithilfe einer Z&hlkammer mikroskopisch oder mit dem
Durchflusszytometer BD Accuri C6 gezéhlt. Vor der Stimulation wurden die
Monozyten in der Regel eine Stunde im Inkubator belassen.

6.3 BlaER1 Zelllinie:

Als Modell fir humane Monozyten verwendeten wir die BlaER1 Zelllinie3® 4. Diese
wurde uns freundlicherweise von Tim Vierbuchen und Prof. Dr. Holger Heine
(Forschungszentrum Borstel) zur Verfugung gestellt. Die BlaER1 Zelllinie ist ein
neues Modell fir humane Monozyten und wurde von Rapino et al. eingefiihrt*. Sie

wurde aus der RCH-ACV Zelllinie durch Einbringen des Transkriptionsfaktor C/EBPa
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erzeugt. Dieser wurde an den Estradiolrezeptor und GFP gekoppelt und mithilfe
eines Retrovirus in die Zellen eingebracht. GFP positive Zellen wurden
durchflusszytometrisch einzeln sortiert. BlaER1 steht dabei fur Klon 1 der B-Zell
Leukamie C/EBPaER Zelllinie. Interessanterweise kann die Expression von C/EBPa
einige, und speziell diese B-Zelllinie zur Transdifferenzierung zu Monozyten-
ahnlichen Zellen anregen. Transdifferenzierte BlaER1-Zellen, hiernach ,BlaER1-
Monozyten®, beginnen zu phagozytieren, héren auf sich weiter zu teilen und werden
adharent in der Zellkulturplatte. Auf3erdem &hnelt ihr Transkriptom dem priméarer
Monozyten, klassische B-Zell-Marker wie CD19 werden herunterreguliert und
monozytare Marker werden hochreguliert3? 4°,

Fur unsere Zwecke von besonderer Bedeutung ist auch, dass die klassische durch
LPS + Nigericin ausgeloste, wie auch die alternative durch LPS allein ausgeltste
Inflammasomaktivierung in BlaER1-Monozyten zu beobachten ist®!. Damit kommen
sie den primaren, humanen Monozyten deutlich ndher, als andere Modelle fir

primare, humane Monozyten, wie beispielsweise THP-1 Zellen3?,

6.4 Herstellung der verschiedenen BlaER1 Knock-out Klone:

Tim Vierbuchen erzeugte fur verschiedene einzelne Gene stabile Knockout Klone der
BlaER1 Zelllinie mithilfe von CRISPR/Cas9 und teilte sie freundlicherweise mit uns.
Sein genaues Verfahren ist hier beschrieben*?,

Er designte fir die einzelnen Gene spezifische gRNA. Diese wurden in ein Plasmid
geklont, welches ebenfalls Gensequenzen von Cas9 und BFP enthielt. Mittels
Nukleofection wurde das Plasmid in BlaER1-Zellen eingebracht und einzelne BFP*
Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie sortiert und klonal expandiert. Die
Kontrolle des Genknockout in klonal expandierten Zelllinien erfolgte mittels PCR und
Amplicon Sequenzierung auf DNA-Ebene, sowie mittels Westernblot auf Protein-

oder mittels ELISA auf funktioneller Ebene.

6.5 Zellkultur und Transdifferenzierung von BlaER1 Zellen:

BlaER-1 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% FCS und 1%

Penicillin/Streptomycin kultiviert, hiernach ,BlaER1 Medium®.
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Die Transdifferenzierung der BlaER-1 B-Zellen in BlaER-1 Monozyten erfolgte tber
eine Woche in 6-Well-Platten, 3 ml Medium/Well, 1*108 Zellen/Well. Das Medium ftr
die Transdifferenzierung enthielt auRerdem 10 ng/ml IL-3, 10 ng/ml M-CSF und 100
nM B-Estradiol. Die Halfte des Mediums wurde an Tag zwei und Tag funf gewechselt.
Mit zunehmender Transdifferenzierung der Zellen begannen diese an der
Zellkulturplatte zu haften und teilten sich nicht weiter. Am Tag des Experimentes
wurden die adharenten Zellen mit PBS abgeldst, gezahlt und zur Stimulation in 96-
Well-Platten aufgeteilt, 108 Zellen/ml, 100 pl/Well. Zur Kontrolle der
Transdifferenzierung bestimmten wir CD14, CD11b und CD19 mittels FACS (BD
Accuri C6).

6.6 Stimulation:

Die Stimulation der Monozyten erfolgte in 96-Well-Platten in Duplikaten fir 18
Stunden im Inkubator bei 37°C und 5 % COo..

Abkirzung Stimulus Funktion
LPS Lipopolysaccharid Alternative Inflammasomaktivierung tber
TLR4 und TRIF3!
LPS + Nig. Lipopolysaccharid + Klassische Inflammasomaktivierung??
Nigericin
P3 Pam3CSK4 TLR1/TLR2 Agonist#?
P3 + Nig. Pam3CSK4 + Nigericin | Klassische Inflammasomaktivierung ohne
TLR4
CLO75 CLO75 TLR7/8 Agonist, Inflammasomaktivierung
Uber TLR8%
Transf. LPS Transfiziertes Nicht-kanonische
Lipopolysaccharid Inflammasomaktivierung Uber Caspase-
443
Transf. DNA Transfizierte Aktiviert cGAS-STING abhéngiges DNA-
Desoxyribonukleinsaure | Inflammasom#*
Transf. Poly Transfiziertes Zytosolisches Poly I:C aktiviert das
I:.C Polyinosinic:polycytidylic | Inflammasom tiber MAVS#®,
acid
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Stimulus Konzentration
Primare, humane BlaER1-Monozyten
Monozyten
E. coli RNA 10 pg/ml 10 pg/ml
ClearColi RNA 2,39 pg/ml
oMV 1 pg/ml 5 pg/mi
Pam3CSK4 2 ug/ml 10 pg/ml
CLO75 1 pg/ml
LPS 100 ng/ml 100 ng/ml
Nigericin 6,5 uM 6,5 uM
Transfiziertes LPS 1 pg/ml
Transfizierte DNA 10 pg/ml
Transfiziertes Poly I:C 2 pg/mi
Kombinierte Stimuli: | Protokoll:

LPS + Nigericin

LPS alleine fur 4 Stunden, dann Hinzugabe von Nigericin

Pam3 + Nigericin

Pama3 alleine fur 4 Stunden, dann Hinzugabe von Nigericin

Pam3 + CC

Pam3 alleine fur 4 Stunden, dann Infektion mit ClearColi

6.7 Bakterien:

Mit E. coli ist in der Regel das Bakterium Escherichia coli K12, DH5a gemeint. Nur in

dem Experiment aus Abbildung 13, in dem die E. coli mit unterschiedlich ausgepragter

OMV Produktion verglichen wurden und dem Experiment aus Abbildung 17, sind die

weiteren unten genannten E. coli verwendet worden.

Weitere verwendete Bakterien befinden sich ebenfalls in der folgenden Tabelle.
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Bakterium:

Zusatzinformationen:

Escherichia coli K12, DH5a

Invitrogen

Salmonella typhimurium

IDT Biologika ,Salmoporc*

ClearColi® BL21(DE3)

Lucigen — 60810-1

Enterococcus faecalis

ATCC - 29213

Listeria innoccua CLIP 11262 (Serovar

von Dr. Mobarak Mraheil aus GielRen

Listeria monocytogenes EGD-e (Serovar
1/2a)%

von Dr. Mobarak Mraheil aus Giel3en

Escherichia coli DH108

Normale OMV Produktion — von Dr.
Mobarak Mraheil aus GielRen

Escherichia coli DH106 + unpublizierte

genetische Veranderung

Hohe OMV Produktion — von Dr.

Mobarak Mraheil aus GielRen

Escherichia coli H16

niedrige OMV Produktion - von Dr.
Mobarak Mraheil aus Giel3en

6.7.1 Hitzeinaktivierung:

Die Bakterien wurden tber Nacht in ihnrem entsprechenden Medium kultiviert. Es

erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Daraufhin wurden sie fir 90 Minuten bei 60°C im

Wasserbad inaktiviert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde 30% steriles

Glycerol hinzugefuigt und die Hitze-getdteten Bakterien bei -80°C gelagert bis zur

Durchfihrung des Experimentes.

6.7.2 Infektion:

Die Bakterien wurden in LB-Medium kultiviert bis sie ihre mittlere logarithmische

Wachstumsphase erreichten. Sofern auch Hitze-getdtete Bakterien verwendet

wurden, wurden diese aufgetaut, und die folgenden Schritte erfolgten parallel fur

Hitze-getttete und lebende Bakterien. Die Bakterien wurden drei Mal mittels

Zentrifugation (4000 g, 6 min) mit PBS gewaschen und in PBS aufgenommen. Die

Konzentration der Bakterien wurde photometrisch bestimmt und mithilfe einer

Wachstumskurve auf die Kolonie-bildenden Einheiten (CFU) umgerechnet. Auf 10°

Zellen wurden 10° oder 106 Bakterien in jedes einzelne Well gegeben (MOI 1 oder
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MOI 10). Es erfolgte eine kurze Zentrifugation der gesamten Zellkulturplatte (1180 g,
1 min). Daraufhin wurde die Zellkulturplatte zuriick in den Inkubator (37°C und 5 %
CO2) gestellt.

Nach einer Stunde erfolgte die Zugabe von Antibiotika (Penicillin 200 U/ml,
Streptomycin 100 pg/ml). Im Experiment mit den E. coli Stammen mit unterschiedlich
hoher Produktion von OMV wurde die Infektion bereits nach 30 Minuten durch
Zugabe von Gentamycin (50 pg/ml) gestoppt. Die Abnahme der Uberstande erfolgte

18 Stunden nach Infektion.

6.8 RNA Isolation:

Die Isolation bakterieller RNA erfolgte mittels dem E.Z.N.A.® Bacterial RNA Kit
(Omega biotek), streng nach dem Protokoll des Herstellers.

Die Bakterien wurden kultiviert bis sie die mittlere logarithmische Wachstumsphase
erreichten. Zur Eroffnung der Bakterien erfolgte ein enzymatischer Abbau der
Bakterienwand mittels Lysozym und mechanischer Stress durch Schutteln in
Anwesenheit von kleinen Beads. RNasen wurden deaktiviert durch einen Puffer, der
B-Mercaptoethanol enthielt. Die RNA wurde mittels kleiner Saulen aus der Lésung
isoliert und anschlie3end in Nuklease-freiem Wasser eluiert. Die Bestimmung der

Konzentration erfolgte mittels NanoDrop 2000.

6.9 Transfektionen:

Fur die Transfektion verwendeten wir Transfektionsreagenzien und orientierten uns
an den Protokollen der Hersteller.

In allen Experimenten wurde die RNA transfiziert und nicht ohne
Transfektionsreagenz auf die Zellen gegeben. LPS wurde in der Regel nicht
transfiziert, auf3er in den speziell gekennzeichneten Versuchen mit den
CASPASE-47 BlaER1-Zellen.

Fir die gesamte E. coli RNA verwendeten wir Viromer Red. Pro 10° Monozyten
lieBen wir 0,2 pl Viromer Red und 10 pl von bakterieller RNA in Nuklease-freiem

Wasser mit einer Konzentration von 100 ng/ul fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
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komplexieren. Daraufhin wurden die Zellen mit einer finalen RNA-Konzentration von
10 pg/ml stimuliert.

Fur die Transfektion von ClearColi RNA in die BlaER1-Monozyten verwendeten wir
Poly-L-Arginine (pLa). Das Protokoll stammt dabei aus dieser Veroffentlichung?’. 280
ng pLa lielRen wir mit 239 ng RNA fur 15 Minuten bei Raumtemperatur in Nuklease-
freiem Wasser komplexieren. Daraufhin wurden die Zellen mit einer finalen RNA-
Konzentration von 2,39 pg/ml stimuliert.

LPS wurde wie folgt transfiziert. 5 pl Fugene wurden mit 5 pl einer 100 pg/ml LPS in
Wasser Losung in 40 pl Opti-Mem Medium aufgenommen und 15 Minuten bei
Raumtemperatur belassen. Daraufhin wurden 10 pl/Well von diesem Ansatz zu den
Zellen gegeben.

Fir die DNA Transfektion wurden die Zellen 4 Stunden mit Pam3CSK4 vorstimuliert.
Pro Well, also 10° Zellen, wurde 1 pg Herring-DNA zusammen mit 0,4 pl
Lipofectamine 2000 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Stimulation der
Zellen erfolgte mit einer Konzentration von 10 pg/ml.

Poly I:C wurde wie folgt transfiziert. Pro Well, wurden 200 ng Poly I:C mit 0,4 ul
Lipofectamine 2000 fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in Opti-Mem Medium
inkubiert und dann zu den Zellen gegeben.

6.10 Membranvesikel:

Die Membranvesikel wurden uns von PD Dr. Mobarak Abu Mraheil (Institut far
Medizinische Mikrobiologie, Justus-Liebig-Universitat Giel3en) zugeschickt. Das
genaue Protokoll der Isolation ist hier beschrieben?®.

Die Bakterien wurden kultiviert bis sie ihre mittlere logarithmische Wachstumsphase
erreichten. Die Kultur wurde zentrifugiert, um Bakterien von Uberstanden zu trennen.
Die Uberstande wurden abgenommen und mit einer PorengréfRe von 0,22 um filtriert,
um verbleibende Bakterien in den Uberstanden zu entfernen. Die Uberstande
wurden danach mehrfach ultrazentrifugiert, um die Membranvesikelfraktion zu
isolieren.

Diese wurde in PBS aufgenommen und die Proteinkonzentration mittels Bradford-
Test bestimmt. Die Proteinkonzentration benutzten wir als Proxy fir die Menge der

Membranvesikel.
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6.11 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA):

Die Zytokine IL-1p und IL-6 wurden aus den Uberstanden der durchgefihrten
Experimente mittels ELISA bestimmt. Dabei hielten wir uns streng an das Protokoll

des Herstellers.

6.12 Messung des Zelltodes:

Die Messung des Zelltodes erfolgte mithilfe des ToxiLight non-Destructive
Cytotoxicity Bio Assay Kit von Lonza. Dabei hielten wir uns streng an das Protokoll
des Herstellers. Das Kit basiert auf einer Freisetzung von Adenylat-Kinase in den
Uberstand, sofern Zellen sterben. Das Enzym phosphoryliert ADP zu ATP. Das ATP
wird daraufhin mithilfe der Luciferasereaktion zu AMP umgesetzt und das dabei
emitierte Licht gemessen. Anhand der gemessenen relativen Lichteinheiten kann auf
den Zelltod zuriickgeschlossen werden. In der Regel wurde durch Lyse der Zellen in
einer Bedingung der maximale Zelltod bestimmt und die relativen Lichteinheiten

darauf bezogen.

6.13 Mikroskopische Darstellung der Pyroptosome:

Als ein Kriterium fir die Unterscheidung zwischen kanonischer und alternativer
Inflammasomaktivierung gilt die Ausbildung von Pyroptosomen*°. Das Pyroptosom
ist ein groRer, intrazellularer Komplex aus ASC Molekilen®°.

Primére, humane Monozyten wurden in 8-Well-Ibidi-Objekttrager ausgesat, 2*10°
Zellen/Well, 200 pl/Well komplettes RPMI Medium. Die Stimulation der Monozyten
erfolgte in den 8-Well-Ibidi-Objekttragern. Nach 18 Stunden wurde das Medium
abgenommen. Die Zellen wurden fixiert und permeabilisiert. Der Zellkern wurde mit
Dapi gefarbt, die Pyroptosome mit dem primaren Antikérper Anti-ASC (TMS-1),
Biolegend, 653902. Fur die mikroskopische Darstellung wurde ein LSM 780 von
ZEISS verwendet mit dem Plan-Apochromat 63x/1.40 OI-Obijektiv. Die Zellen in 16
mikroskopischen Feldern wurden gezahlt, im Schnitt ca. 100 Zellen/Bedingung. Bei
jeder Zelle wurde entschieden, ob sie ein Pyroptosom ausgebildet hat oder ob ASC
diffus Uber die ganze Zelle verteilt vorlag. Die Farbung und die Erzeugung der
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mikroskopischen Bilder hat Dr. Maren Mieth aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Andreas Hocke (Medizinische Klinik m. S. Infektiologie und Pneumologie, Charite —
Universitatsmedizin Berlin) durchgefuhrt. Die Durchfiihrung der Experimente bis zum
Fixieren der Zellen und das Durchzéhlen der Zellen erfolgte durch den Autor dieser

Dissertation.

6.14 Statistische Auswertung:

Bildliche Darstellung und statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit dem
Programm Graph Pad Prism, Version 6.00. Die durchgefuhrten statistischen Tests
sind in den Abbildungen angegeben. Aufgrund von Unsicherheit tber die
zugrundeliegende Verteilung der Daten wurden in der Regel nicht-parametrische
statistische Tests ausgewahlt. Sofern es sich um gepaarte Daten handelte, wurden
statistische Tests ausgewahlt, die diese Tatsache beriicksichtigen. In den BlaER1-
Experimenten, in denen sowohl verschiedene Gene, als auch verschiedene Stimuli
gleichzeitig untersucht wurden, erfolgte die statistische Analyse mithilfe einer
Zweiweg-Varianzanalyse gefolgt von einem Post-Hoc-Test.

Wenn in einem Experiment mehrere Gruppen untereinander verglichen wurden,
erfolgten Post-Hoc-Tests fur Mehrfaches Testen. Dabei wurden immer nur die
Gruppen untereinander verglichen, die unserer Fragestellung entsprachen. Die
Kontrollbedingungen wurden dabei in der Regel nicht in die statistische Analyse mit
einbezogen. Die Signifikanzniveaus dieser Unterschiede sind in den Abbildungen
dargestellt. Aufgrund der kleinen Stichprobengrol3en, die in der Regel n=4-6
betrugen, ist die statistische Auswertung mit Vorsicht zu genief3en. Aussagen haben
wir immer versucht mit verschiedenen Experimentdesigns zu belegen, um mehr

Sicherheit zu gewinnen.

7 Materialien:

7.1 Medien:
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BlaER1 Medium
(Kultivierung)

RPMI 1640

10 % Hitze-inaktiviertes FCS
1 % Penicillin/Streptomycin

BlaER1 Medium
(Transdifferenzierung)

RPMI 1640

10 ng/ml IL-3
10 ng/ml M-CSF
100 nM B-Estradiol

10 % Hitze-inaktiviertes FCS
1 % Penicillin/Streptomycin

Komplettes RPMI Medium

RPMI 1640

1 % Hepes
1 % Glutamin

10 % Hitze-inaktiviertes FCS
1 % Nicht-essentielle Aminosauren

+/- 1 % Penicillin/Streptomycin

Luria Bertani (LB) Medium

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid

1 | destilliertes Wasser

7.2 Kommerziell erworbene KITs:

Name | Firma | Katalognummer
EasySep™ Human Monocyte Isolation | StemCell 19359

Kit Technologies

E.Z.N.A.® Bacterial RNA Kit Omega Biotek R6950-01
Humanes IL-1 beta ELISA Ready- eBioscience 88-7261-77
SET-Go!

Humanes IL-6 ELISA Ready-SET-Go! | eBioscience 88-7066-77
ToxiLight non-Destructive Cytotoxicity | Lonza LTO7-117

Bio Assay Kit

+ Corning® 96 well NBS™ Microplate | Sigma CLS3995-25EA

7.3 Weitere Materialien:

Name | Firma | Katalognummer
Anti-CD11b-PE Biolegend 101207
Anti-CD19-PerCP Biolegend 302228
Anti-CD14-APC BD Biosciences 555399

CLO75 Invivogen tirl-c75
Deoxyribonucleic acid SIGMA D6898-250MG
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sodium salt from herring

testes

Estradiol Sigma E8875-250MG
FUGENE® HD Promega

Transfection Reagent E2311
Gentamycin ThermoFischer 15750060
Gibco® GlutaMAX™ ThermoFischer 35050-038
HEPES Buffer 1M Sigma H0887
lipofectamine 2000 thermofischer 11668027
LPS - ultrapure Invivogen tirl-smlps
MPLA Invivogen tirl-mpls
Nicht-essentielle Sigma M7145-100ML
Aminosauren

Nigericin Sigma N7143-5MG
Opti-MEM® | Reduced Life technologies 31985-062
Serum Medium

Pam3CSK4 Invivogen tirl-pms
Pancoll Panbiotech P04-60500
Penicillin-Streptomycin Sigma P4333-100ML
Poly-L-Arginine HCL MOL .

WT 1800070000 (pLA) | S'9ma P7762
Poly(l:C) Invivogen Tlrl-pic
Potassium chloride Sigma P9333-500G
:Tf:l;ombmantes, humanes Biolegend 200-03
II\?/I(_aégrEbmantes, humanes Peprotech 300-25
Viromer® RED Lipocalyx VR-01LB-01
Viromer BLUE Lipocalyx VB-01LB-01

8 Ergebnisse:

8.1 Inflammasomaktivierung durch lebende Bakterien und bakterielle RNA

Es ist bekannt, dass Immunzellen aus Mausen lebende Bakterien von toten
unterscheiden®. Unsere Arbeitsgruppe hat zudem bereits gezeigt, dass menschliche
Immunzellen zwischen lebenden und toten Bakterien unterscheiden konnen, und
dass sich das Muster der gebildeten Zytokine von Monozyten nach Stimulation mit

lebenden oder toten Bakterien unterscheidet, unter anderem in der Produktion von

28




IL-12, TNF und IL-1B*3. Wie Elisa Helbig in ihrer Dissertation zeigen konnte, findet
sich dieses Phanomen nicht nur in Monozyten, sondern auch in aus Monozyten
differenzierten Dendritische Zellen (moDC) und Alveolarmakrophagen®.,

Um die bereits publizierten Befunde zu E. coli und Bacillus subtilis auf weitere
Bakterienspezies zu erweitern, stimulierten wir primare, humane Monozyten mit den
folgenden lebenden oder toten Bakterien: Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes und Enterococcus faecalis. Auch wenn statistisch nicht in allen
Fallen signifikant, bestétigte sich, dass eine robuste Induktion von IL-1p nur nach
Stimulation mit lebenden Bakterien beobachtet wurde (Abbildung 5). IL-6 verwenden
wir im Folgenden als interne Kontrolle. Bei diesem Zytokin war der Effekt weniger
stark ausgepréagt, zumal auch mit toten Bakterien sehr hohe Werte fuir IL-6, d.h.
>10ng/ml, gemessen wurden (Abbildung 5).

S. typhimurium  E. faecalis L. monocytogenes

30, * 15 05 g DS
— [ 6 T
%3 20 T 10 Lebende Bakterien
L= 4 L . .
@ 1 B Hitzeinaktivierte Bakterien
— 5 5
U
- o fm LB L Om
100, 13 500 2% gp DB
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> 60 30
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Abbildung 5: Robuste Produktion von IL-18 durch humane Monozyten nach Stimulation mit
lebenden Bakterien

Priméare, humane Monozyten wurden mit lebenden (orange) oder getéteten (blau) Salmonella
typhimurium (n=6), Listeria monocytogenes (n=4) oder Enterococcus faecalis (n=4) infiziert (MOI=1).
Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren
Mittelwert + Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05).
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Da LPS als Stimulus fir IL-1B in humanen Monozyten bekannt ist3, verwendeten wir
zum Vergleich genetisch modifizierte E. coli Bakterien, die kein funktionelles LPS
bilden (sogenannte ClearColi)®%. Sie bilden ein LPS mit nur vier anstatt der
normalerweise sechs Acylketten, sogenanntes Lipid 1Va®!, welches nicht mehr zur
Aktivierung von TLR4 fuhrt>™.

Trotz der defekten LPS-Produktion und damit fehlender TLR4-Stimulation, konnten
lebende ClearColi weiterhin IL-1B induzieren (Abbildung 6). Somit scheint
funktionelles LPS nicht essentiell fir die Induktion von IL-1 durch lebende,
avirulente Bakterien zu sein. Im Gegensatz zu den anderen Hitze-inaktivierten
Bakterien, induzierten Hitze-inaktivierte ClearColi kaum messbares IL-1B (Abbildung
6). Um ein starkeres ,priming“ zu erreichen, wurden Monozyten mit dem TLR1/TLR2
Agonist Pam3CSK4 vorstimuliert. Dadurch konnte die Induktion von IL-1B deutlich
gesteigert werden (Abbildung 6). Zelltodbestimmung durch Messung der Adenylat-
Kinase-Freisetzung zeigte keine Erhohung des Zelltods durch Stimulation mit
ClearColi (Abbildung 6).
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Abbildung 6: IL-18 Induktion durch lebende Bakterien ist unabhéngig von LPS und TLR4-
Stimulation.

Priméare, humane Monozyten wurden mit lebenden (CC) oder toten (HKCC) ClearColi mit einer MOI
von 1 oder 10 infiziert. In der Bedingung P3 + CC wurden die Monozyten zuerst mit Pam3CSK4
voraktiviert und danach mit ClearColi infiziert. IL-18 und IL-6 wurden aus den Uberstanden mittels
ELISA gemessen, intrazellulares IL-1@ wurden aus den Zelllysaten nach Abnahme der Uberstande
mittels ELISA gemessen. Der Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-Freisetzungsassay bestimmt. Die
Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem Friedman-
Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=6 fiir IL-18 und IL-6, n=4 fir
intrazellulares IL-1B und Zelltod. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05).

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass Mausmakrophagen bakterielle Vitalitdt anhand von
prokaryotischer RNA detektieren kdnnen und daraufhin das NLRP3-Inflammasom
aktivieren®. Daher untersuchten wir den Effekt von bakterieller RNA auf die
Produktion von IL-1 in humanen Monozyten. Dazu transfizierten wir aufgereinigte
bakterielle RNA aus E. coli in humane Monozyten. Dies fuhrte zu einer deutlichen
Produktion von IL-18 und IL-6 (Abbildung 7) , wie auch schon in anderen Studien
gezeigt®2. Im nachsten Experiment behandelten wir die RNA mit verschiedenen
RNAsen vor der Transfektion und erwarteten eine klare Reduktion von IL-1(. Hier
zeigten sich keine eindeutigen Resultate (Daten nicht gezeigt). Dies kbnnte entweder

an einer Kontamination der betreffenden Chargen gelegen haben, oder daran, dass
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auch Degradationsprodukte von RNA fir die Aktivierung von humanen Monozyten

noch ausreichend sind?6.
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Abbildung 7: Bakterielle RNA induziert IL-1B in humanen Monozyten.

Aufgereinigte bakterielle RNA aus E. coli (grun) wurde in humane Monozyten transfiziert. In der
Kontrollbedingung wurden die Zellen nur mit dem Transfektionsreagenz (TR) behandelt. Zytokine
wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert +
Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test
fur Mehrfaches Testen. n=7. (*; p<0.05, **; p<0.01).

Um den Einfluss von bakterieller RNA auf die Immunantwort humaner Monozyten auf
lebende Bakterien weiter zu untersuchen, verglichen wir Bakterien mit
unterschiedlichem RNA-Gehalt. Mendelsohn und Tissiéres zeigten 1959, dass die
transkriptionelle Aktivitat und damit die Menge an RNA in Bakterien in Abh&ngigkeit
von der Wachstumsphase variiert, und dass der RNA-Gehalt abnimmt, wenn
Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase in verschiedenen nahrstoffarmen
Puffern inkubiert werden®3. Wir machten uns diese Beobachtung zu Nutze und
stimulierten Monozyten mit lebenden und toten E. coli, die in normalem LB-Medium
gezogen wurden, sowie mit E. coli aus verschiedenen Wachstumsphasen und mit E.
coli, die nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase fiir mehrere Stunden
in Tris-NaCl oder PBS Puffern inkubiert wurden. Wir bestimmten den RNA-Gehalt
der Bakterien. AnschlieRend korrelierten wir den RNA-Gehalt der Bakterien mit der
resultierenden IL-1p und IL-6 Produktion. Die IL-1(, IL-6-Menge und der RNA-Gehalt
wurde zudem auf die MOI normalisiert. Im Gegensatz zu IL-6 zeigte sich fur IL-113
eine positive Korrelation zwischen dem RNA-Gehalt der Bakterien und der

resultierenden Zytokinproduktion in Monozyten (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Korrelation zwischen RNA Gehalt der Bakterien bei Infektion und
Zytokinproduktion in Monozyten

Monozyten wurden mit toten und mit lebenden E. coli infiziert, die sich bei Infektion in verschiedenen
Wachstumsphasen befanden oder nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase in
unterschiedlichen Puffern inkubiert wurden. Aus einem definierten Aliquot der Bakterien wurde RNA
isoliert und quantifiziert und aus einem anderen Aliquot wurde die genaue Bakterienzahl (CFU)
bestimmt. Die RNA Menge und die Zytokinproduktion wurden auf die MOI bezogen. n=2. Berechnet
wurde der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient (rs).

Wir konnten somit zeigen, dass IL-1 Produktion durch lebende Bakterien
hervorgerufen wird (Abbildung 5) und unabh&ngig von funktionellem LPS ist (Abbildung
6). Bakterielle RNA hingegen ist ein starker Stimulus fur IL-18 Produktion (Abbildung
7) und der RNA-Gehalt in lebenden Bakterien korreliert mit der resultierenden IL-13
Produktion (Abbildung 8). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Detektion von
prokaryoter RNA ein wichtiger Stimulus fur die Induktion von IL-1 durch lebende

Bakterien ist.

8.2 Die Rolle von bakteriellen Membranvesikeln in der Inflammsomaktivierung
durch lebende Bakterien

Aus Vorarbeiten war bekannt, dass IL-13 Stimulation durch lebende Bakterien
NLRP3-abhangig ist® %8. Da NLRP3 ein zytosolischer Sensor ist, stellte sich daher
die Frage, wie bakterielle RNA aus extrazellularen Bakterien wie E. coli in das
Zytosol gelangt, bzw. ob eine zytosolische Translokation fiir die Aktivierung von
NLRP3 notwendig ist.

Sander et al. hatten gezeigt, dass die Phagozytose von E. coli zu einer gewissen
Durchlassigkeit der Phagolysosome fiihrt und deshalb vorgeschlagen, dass die

bakterielle RNA von dort ins Zytosol gelangen kdnnte, um das NLRP3 Inflammasom

33



zu aktivieren®. Als alternative Hypothese wollten wir testen, ob die bakterielle RNA
via OMV ins Zytosol transloziert wird und dort direkt das NLRP3-Inflammasom
aktiviert.

Um dies zu Uberprifen stimulierten wir humane Monozyten mit aufgereinigten OMV

von E. coli. Dies fuihrte zu einer starken Produktion von IL-1B und IL-6 (Abbildung 9).
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Abbildung 9: OMV induzieren IL-18 und IL-6 in Monozyten.

Priméare, humane Monozyten wurden mit OMV von E. coli stimuliert (lila). Zytokine wurden aus den
Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler.
Die hier dargestellten Bedingungen sind ein Ausschnitt von dem Experiment, welches in Abbildung 11
dargestellt wird. Statistisch getestet wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc
Test fir Mehrfaches Testen. n=20. (****; p<0.0001)

Um zu Uberprifen ob die in OMV enthaltene RNA fir die Induktion von IL-1[3 eine
Rolle spielt, wurde bakterielle RNA aus E. coli OMV isoliert. Die Isolation wurde
durch Kooperationspartner der Justus-Liebig-Universitat Giel3en (Priv.-Doz. Dr.
Mobarak Abu Mraheil) durchgefuhrt und die RNA wurde uns fur Experimente zur
Verfigung gestellt. Wir transfizierten die OMV-RNA in Monozyten und beobachteten
auch bei vergleichsweise niedrigen RNA-Konzentrationen eine deutliche Induktion

von IL-1B (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Isolierte RNA aus OMV induziert IL-1B und IL-6 in primaren, humanen
Monozyten.

Aus OMV isolierte RNA wurde in Monozyten transfiziert. Die Konzentration der OMV RNA betrug bei
Stimulation 100 ng/ml (a), bzw. 10 ng/ml, 100 ng/ml und 250 ng/ml (b). Zytokine wurden aus den
Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler.
Statistisch getestet wurde mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test fir Mehrfaches
Testen. n=7 links, n=3 rechts. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **).

Als nachstes stimulierten wir Monozyten mit OMV oder LPS in Anwesenheit des
Antibiotikums Polymyxin-B. Dieses wird regelmafiig in Zellkulturversuchen zur LPS
Neutralisation verwendet, da es mit hoher Affinitat an LPS bindet. Gleichzeitig wirkt
es durch die Permeabilisition der duRere Membran gram-negativer Bakterien
bakterizid®>. Wir beobachteten eine deutlich reduzierte Induktion von IL-1 in
Anwesenheit von Polymyxin-B nach Stimulation mit OMV oder LPS. Zelltod und IL-6

Produktion waren durch Polymyxin-B nicht wesentlich verandert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Reduzierte Induktion von IL-18 in Anwesenheit von Polymyxin-B (LPS Inhibitor)

Humane Monozyten wurden mit OMV oder LPS stimuliert (+ 10 pg/ml Polymyxin B). IL-1B und IL-6
wurden aus den Ubersténden mittels ELISA gemessen. Der Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-
Freisetzungsassay bestimmt. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. Statistisch
getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches
Testen. n=4 fir IL-1B und Zelltod, n=2 fir IL-6. (ns; nicht signifikant, ***; p<0.001).

Wir verglichen daraufhin die Induktion von IL-13 durch OMV von herkdmmlichen K12
E. coli und LPS defizienten ClearColi sowie Membranvesikeln (MV) von gram-
positiven Bakterien Listeria innocua und Listeria monocytogenes, welche ebenfalls
kein LPS enthalten. Alle eingesetzten Membranvesikel induzierten IL-18, allerdings
waren die IL-1B Level durch alle Vesikel deutlich reduziert verglichen mit OMV aus
wildtyp K12 E. coli (Abbildung 12). Die reduzierten IL-1B Level sind nicht auf einen
Priming-Defekt, d.h. auf reduziertes pro-IL-13 zuriickzufuihren, da die Level an
intrazellularem IL-1 in allen Bedingungen ungefahr gleich waren (Abbildung 12).
Entgegen unserer Hypothese, schein somit LPS das dominante PAMP fir die
Induktion von IL-18 durch E. coli OMV zu sein und die OMV RNA scheint eher eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Allerdings ist festzuhalten, dass auch LPS-

defiziente OMV und MV zu einer relevanten IL-1 Produktion fuhrten.
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Abbildung 12: Induktion von IL-1B durch Membranvesikel von verschiedenen Bakterien

Priméare, humane Monozyten wurden mit Membranvesikeln von E.coli, L. monocytogenes, L. innocua
und LPS-defizienten E. coli (ClearColi) stimuliert. IL-18 und IL-6 wurden aus den Uberstanden mittels
ELISA gemessen, intrazelluléares IL-1B wurde aus den Zelllysaten nach Abnahme der Uberstande
mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert £+ Standardfehler. Fir IL-1B und
IL-6 wurde statistisch getestet mit dem Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test flr
Mehrfaches Testen. Im Falle des intrazellularen IL-1B mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s
Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. Getestet wurde die Fragestellung, ob sich die einzelnen
Gruppen von der Bedinungung ,ctrl unterscheiden. n=9-20 fir IL-1p und IL-6, n=4 fir intrazellulares
IL-1B. (ns; nicht signifikant, **; p<0.01, ****; p<0.0001).

Im Anschluss verglichen wir die IL-18 Produktion nach Stimulation mit drei
verschiedenen Stammen von E. coli, die sich in der Menge der produzierten OMV
unterscheiden. Dabei zeigte sich, dass der hypovesikulierende Stamm deutlich
weniger IL-1B produzierte als unser Kontrollstamm, obwohl die IL-6 Produktion nicht

erniedrigt war (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Ein hypovesikulierender E. coli Stamm induziert weniger IL-1B als sein
Kontrollstamm.

Priméare, humane Monozyten wurden mit drei verschiedenen E. coli Stdmmen infiziert. Diese
unterschieden sich in der Menge der produzierten OMV. Zytokine wurden aus den Uberstanden
mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert £ Standardfehler. Statistisch
getestet wurde mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test fir Mehrfaches Testen.
n=12. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05).

8.3 Alternative Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli

Die Produktion und Freisetzung von aktivem IL-13 setzt in der Regel die katalytische
Prozessierung durch Caspase-1 und somit die Aktivierung des Inflammasoms
voraus?3. Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bekannt, dass lebende Bakterien
das NLRP3-Inflammasom aktivieren® 8, Aufgrund der komplexen
Signalmechanismen und unterschiedlichen Modi der NLRP3-Aktivierung (kanonisch
vS. non-kanonisch vs. alternativ), waren die zugrundeliegenden Mechanismen der
Inflammasomaktivierung durch lebende Bakterien in humanen Monozyten
weitgehend unklar. In den bisherigen Experimenten hatten wir durchgehend eine
deutliche Induktion von IL-1f jedoch nur niedrige Zelltodraten beobachtet (Abbildung
6, Abbildung 17). Dies deutete daraufhin, dass es sich eher nicht um eine kanonische
oder non-kanonische Form der Inflammsomaktivierung, sondern moglichweise um
eine alternative Inflammasomaktivierung handelt3. Allerdings war die alternative
Inflammasomaktivierung bislang nur fiir LPS und TLR4 beschrieben3. Wir hatten
aber zuvor herausgefunden, dass LPS eine eher untergeordnete Rolle fur die IL-1
Produktion nach Detektion von lebenden Bakterien spielt (Abbildung 6).
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Kennzeichen einer kanonischen Inflammasomaktivierung sind Pyroptose, Kalium-
Efflux getriggerte IL-13 Sekretion und die Ausbildung von Pyroptosomen (ASC-
Specks)?3. Bei der kanonischen Inflammasomaktivierung lasst sich in der Regel ein
makromolekulares Pyroptosom pro Zelle nachweisen®°,

Fir die alternative Inflammasomaktivierung reicht ein einzelnes Signal, sie fuhrt nicht
zur Pyroptose und sie ist Kalium-Efflux unabhangig3:.

Wir untersuchten daher diese Merkmale der kanonischen und alternativen
Inflammasomaktivierung in Monozyten nach Stimulation mit verschiedenen
bakteriellen Stimuli.

Wir stimulierten Monozyten mit lebenden oder toten E. coli, bakterieller RNA, OMV,
LPS oder LPS+Nigericin (klassischer Stimulus fir kanonische NLRP3-
Inflammasomaktivierung) und fiihrten anschlieend eine Immunfluoreszenzfarbung
fur ASC zum Nachweis von Pyroptosomen durch. Bei einer kanonischen
Inflammasomaktiverung aggregiert das zellulare ASC in einer punktférmigen
Struktur, regular in Nahe des Zellkerns bzw. des trans-Golgi-Netzwerks?®. Bei
fehlender Stimulation bzw. alternativer Inflammasomaktivierung bildet sich kein
solcher ASC-Speck und ASC ist weiterhin diffus im Zytosol verteilt3!.

Wir konnten eine deutliche Pyroptosom-Bildung nur in der Positivkontrolle fur
klassische Inflammasomaktivierung (LPS+Nigericin) nachweisen (Abbildung 14). Hier
zeigte sich auch eine deutliche Dekondensation (Schwellung) der Zellkerne als
Zeichen des Zelltods. Fur die Quantifizierung der Pyroptosombildung z&hlten wir
Zellen und Pyroptosome in 16 mikroskopischen Blickfeldern aus (Abbildung 15).
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LPS + Nig.

Abbildung 14: Nachweis von Pyroptosomen (ASC-Specks) in humanen Monozyten

Primére, humane Monozyten wurden mit den angegebenen Stimuli aktiviert. AnschlieRend wurden die
Zellen fixiert, mit einem Anti-ASC-Antikorper (grin) und mit DAPI (blau) fur den Zellkern gefarbt und
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Reprasentative Bildausschnitt aus einem von insgesamt vier
(n=4) unabhéngigen Experimenten sind dargestellt. Der Mal3stabsbalken entspricht 5 pm.

Pyroptosome stellen sich als kleine, griine Punkte in N&he des Zellkerns dar und sind vor allem in der
Bedingung LPS+Nig. zu sehen.
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Abbildung 15: Quantifizierung der Pyroptosombildung in Monozyten nach Stimulation mit
bakteriellen Stimuli

Zellen aus 16 visuellen Feldern (insgesamt ca. 100 Zellen/Bedingung) wurden gezéhlt und der Anteil

der pyroptosompositiven an der Gesamtzahl der Zellen kalkuliert. Statistisch getestet wurde mit dem

Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test fiir Mehrfaches Testen, wobei der Unterschied
zur Kontrollgruppe dargestellt wurde. n=4. (ns; nicht signifikant)

Um den Mechanismus der Inflammasomaktivierung weiter einzugrenzen
untersuchten wir die Abhangigkeit der IL-18 Produktion vom Kaliumionen-Efflux. Zu
diesem Zweck variierten wir die extrazellulare Kaliumkonzentration (5 und 50 mM)
durch Zugabe von Kaliumchlorid. Eine hohe extrazellulare Kaliumkonzentration sollte
den Kaliumionen-Efflux verhindern. Auch in diesem Ansatz zeigte sich nur in der
Positivkontrolle fir kanonische Inflammasomaktivierung (Pam3+Nigericin) eine
deutliche Reduktion der IL-1 Sekretion bei der htheren extrazelluléaren
Kaliumkonzentration (Abbildung 16). Ebenfalls zeigte sich eine, wenn auch statistisch
nicht signifikante, Erhéhung der IL-6 Induktion in allen Bedingungen mit hoher

extrazellularer Kaliumkonzentration (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Einfluss von Kaliumionen-Efflux auf die Inflammasomaktivierung

Priméare, humane Monozyten wurden mit den angegebenen Stimuli bei physiologischer extrazellularer

Kaliumkonzentration (5 mM) oder erhdhter Konzentration (50 mM = +) stimuliert. Zytokine und Zelltod

wurden aus den Uberstanden mittels ELISA oder Adenylat-Kinase-Freisetzungsassay gemessen. Die

Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-
Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s Post-Hoc Test fir Mehrfaches Testen. N=6-8 fur IL-1p und Zelltod
und n=4-6 fur IL-6. (ns; nicht signifikant, **; p<0.01, ****; p<0.0001).

Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass E. coli, isolierte bakterielle
RNA, OMV und extrazellulares LPS zu einer alternativen Inflammasomaktivierung
fuhren. Bei der alternativen Inflammasomaktivierung bleibt zudem die zellulare
Vitalitat erhalten, d.h. es kommt nicht zur Pyroptose3!. Passend zu den vorherigen
Beobachtungen zeigte sich, dass tote E. coli, RNA, OMV und LPS keinen relevanten
Zelltod induzieren (Abbildung 16). Lebende E. coli induzierten in diesem speziellen
Experiment erhohte Zelltodlevel (Abbildung 16). Es zeigte sich aber, dass der Zelltod
in Abhangigkeit von der MOI steigt, die IL-18 Produktion aber nicht (Abbildung 17).
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Auch LPS-defiziente ClearColi induzierten bei MOIls von 1 und 10 keinen Zelltod
oberhalb des Kontrolllevels (Abbildung 6). Deshalb halten wir es flir am

wahrscheinlichsten, dass der Zelltod nicht notwendig ist fur die Induktion von IL-1(3.
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Abbildung 17: Zelltod und IL-1B Produktion bei unterschiedlicher MOI

Primare, humane Monozyten wurden mit E. coli DH10pB (hier ausnahmsweise nicht die sonst
verwendeten EC DH5a) bei MOls von 1, 10 und 30 infiziert und zur Kontrolle mit OMV stimuliert. Der
Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-Freisetzungsassay bestimmt, (RLU = relative Lichteinheiten).
Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem
Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=4. (ns; nicht signifikant,
** p<0.01).

8.4 Lebende E. coli, bakterielle RNA und OMV aktivieren das NLRP3-
Inflammasom in BlaER-1 Monozyten

Um die Rolle der bakteriellen RNA und der involvierten Rezeptoren in der
Inflammasomaktivierung durch lebende Bakterien weiter zu untersuchen,
verwendeten wir im Folgenden eine genetisch manipulierbare monozytéare Zelllinie.
Zu diesem Zweck verwendeten wir BlaER1-Monozyten, da genetische Modifizierung
in primaren, humanen Monozyten schwer zu erreichen ist. In den Experimenten
verglichen wir dabei immer wildtyp (wt) BlaER1-Monozyten mit Klonen, die mittels
CRISPR/Cas9-vermittelter Geneditierung in einzelnen Signalmolektlen oder
Rezeptoren defizient waren. Wie im Methodenteil dargelegt, wurden die BlaER1-
Zellen fir eine Woche transdifferenziert, um einen monozytaren Phanotyp zu
induzieren. Als Kontrolle der erfolgreichen Transdifferenzierung wurde die
Expression der B-Zell-Marker CD19 und der Monozytenmarker CD11b und CD14
durchflusszytometrisch bestimmt. Ein Beispielexperiment ist in (Abbildung 18)

dargestellt. Wahrend undifferenzierte BlaER-B-Zellen CD19 positiv, CD11b und
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CD14 negativ sind, regulieren die unterschiedlichen BLaER1-Klone nach
Transdifferenzierung CD19 mehrheitlich herunter und CD11b herauf. Die Expression
von CD14 ist zwischen den einzelnen Klonen etwas unterschiedlich, lediglich der hier
verwendete NLRP3” Klon und der CASPASE1"- #1 Klon wurden nicht tiberwiegend
CD14 positiv (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Kontrolle der monozytaren Transdifferenzierung

Beispielhafte Darstellung eines Einzelversuchs aus den Experimenten der Abbildung 19. Dargestellt
sind prozentuale Angaben in den einzelnen Quadranten. Das Gating erfolgte anhand der ungefarbten
und der undifferenzierten BlaER1-Zellen.

Wir infizierten BlaER1-Monozyten mit lebenden E. coli und stimulierten diese zum

Vergleich mit OMV oder transfizierten sie mit bakterieller RNA.

Wie erwartet, waren NLRP3, ASC und Caspase-1 notwendig fiur die IL-18 Produktion

in allen drei Bedingungen (Abbildung 19, Abbildung 20). IL-6 wurde unabhéngig von

diesen Inflammasommolekilen gebildet und war daher durch die genetischen

Defekte nicht verandert (Abbildung 19, Abbildung 20). Im gleichen Experiment

untersuchten wir auch das Molekll Caspase-4, welches die non-kanonische

Inflammasomaktivierung durch zytosolisches LPS in humanen myeloiden Zellen

vermittelt*3. Im Gegensatz zu lebenden E. coli war die IL-1B8 Produktion bei

Stimulation mit OMV Uberwiegend Caspase-4 abhangig (Abbildung 20). Dies bestatigt

publizierte Befunde aus murinen Zellen, die zeigen, dass OMV bakterielles LPS in

das Zytosol von myeloiden Zellen transferieren kdnnen und so zu einer nicht-

kanonischen Inflammasomaktivierung fiihren®®. LPS+Nigericin, als Kontrollbedingung
fur die kanonische Inflammasomaktivierung, war wie erwartet abhéngig von NLRP3,

ASC und Caspase-1 (Abbildung 19, Abbildung 20). Jedoch war die Induktion von IL-13

durch transfiziertes LPS, eigentlich als Positivkontrolle fur nicht-kanonische

Inflammasomaktivierung inkludiert, unabhangig von Caspase-4 (Abbildung 21). Dies
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deckt sich mit Berichten anderer Wissenschatftler (personliche Kommunikation) und
wir gehen daher am ehesten von einer insuffizienten Transfektion des LPS aus.
Zumal sich bei den OMV wie erwartet eine deutliche Caspase-4 abhangige

Reduktion in der Produktion von IL-1B zeigte (Abbildung 20).
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Abbildung 19: NLRP3-Inflammasomaktivierung in humanen BlaER1-Monozyten

BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli, bakterieller RNA oder mit E. coli OMV stimuliert.
Verglichen wurden wildtyp (wt) BlaER1-Monozyten mit BlaER1-Monozyten, in denen die
angegebenen Gene deletiert wurden. Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21 stammen aus
dem gleichen Experiment, wurden auch gemeinsam statistisch ausgewertet, sind hier aber zur
besseren Lesbarkeit separat dargestellt. Fir manche Gene, wie ASC, verwendeten wir zwei
verschiedene Klone mit einem Knockout fur das gleiche Gen (#1 bzw. #2). Zytokine wurden aus den
Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler.
Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test fur
Mehrfaches Testen. n=8 fir wt, NLRP3- und CASPASE-4", n=4 fur ASC"- und CASPASE-1"
BlaER1-Monozyten. (ns; nicht signifikant, ****; p<0.0001).
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Abbildung 20: NLRP3-Inflammasomaktivierung in humanen BlaER1-Monozyten

BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli, bakterieller RNA oder mit E. coli OMV stimuliert.
Verglichen wurden wildtyp (wt) BlaER1-Monozyten mit BlaER1-Monozyten, in denen die
angegebenen Gene deletiert wurden. Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21 stammen aus
dem gleichen Experiment, wurden auch gemeinsam statistisch ausgewertet, sind hier aber zur
besseren Lesbarkeit separat dargestellt. Fir manche Gene, wie ASC, verwendeten wir zwei
verschiedene Klone mit einem Knockout fir das gleiche Gen (#1 bzw. #2). Zytokine wurden aus den
Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repréasentieren Mittelwert + Standardfehler.
Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’'s Post-Hoc Test fiir
Mehrfaches Testen. n=8 fuir wt, NLRP3" und CASPASE-4", n=4 fir ASC” und CASPASE-1"
BlaER1-Monozyten. (ns; nicht signifikant, ****; p<0.0001).
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Abbildung 21: Kontrollbedingungen aus dem Experiment der Abbildung 19 und der Abbildung
20

BlaER1-Monozyten wurden mit LPS + Nigericin, LPS oder transfiziertem LPS stimuliert. Verglichen
wurden wildtyp (wt) BlaER1-Monozyten mit BlaER1-Monozyten, in denen die angegebenen Gene
deletiert wurden. Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21 stammen aus dem gleichen
Experiment, sind hier aber zur besseren Lesbarkeit separat dargestellt. Zytokine wurden aus den
Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler.

8.5 Adaptermolekiile oberhalb von NLRP3

Das NLRP3-Inflammasom stellt eine molekulare Plattform dar, die Signale von
vorgeschalteten zellularen Rezeptoren und Signalwegen integriert?3. Um daher die
vorgeschalteten (,upstream’) Signalwege einzugrenzen, testeten wir die Rolle von
Adaptermolekilen der angeborenen Immunitat. Hierbei testeten wir die Rolle von

TLR-Signaling (MyD88 / TRIF), DNA-Sensoren bzw. di-Nukleotid-Sensoren (STING)
und zytosolischen RNA-Sensoren (MAVS).

8.5.1 Lebende E. coli aktivieren das NLRP3-Inflammasom unabhangig von STING.

In humanen myeloiden Zellen vermittelt STING die Inflammasomaktivierung durch
zytosolische DNA#4, In unseren Experimenten war STING nicht an der

Inflammasomaktivierung nach Infektion mit lebenden E. coli oder nach Stimulation
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mit OMV beteiligt (Abbildung 22). Im Gegenteil beobachteten wir eine leichte aber
statistisch signifikant gesteigerte IL-13 Produktion in STING-defizienten BLaER1
Zellen (Abbildung 22). Die Kontrollbedingungen fur alternative und klassische
Inflammasomaktivierung waren ebenfalls unabhangig von STING (Abbildung 23).
Allerdings zeigte die Positivkontrolle fir STING-abhangige Inflammasomaktivierung,
transfizierte DNA, keine signifikante IL-1 Induktion in diesem System (Abbildung 23).
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Abbildung 22: STING-unabhéngige IL-1B Produktion in BLaER-1 Zellen nach Stimulation mit
lebenden E. coli

Wildtyp und STING BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli infiziert oder mit OMV stimuliert.
Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren
Mittelwert + Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von
Dunnet’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=4. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **; p<0.01, ***;
p<0.001, ****; p<0.0001).
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Abbildung 23: Kontrollbedingungen des Experimentes aus Abbildung 22

Wildtyp und STING BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin, CLO75 (=TLR8 Agonist)
oder transfizierter DNA stimuliert. Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen.
Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. n=4.

8.5.2 Lebende E. coli aktivieren das NLRP3-Inflammasom unabhangig von MAVS.

In murinen Zellen wurde gezeigt, dass das Adaptermolekil MAVS notwendig ist far
die Inflammasomaktivierung durch zytosolische doppelstrangige RNA%®. In unseren
Experimenten war MAVS nicht notwendig fur die Produktion von IL-13 nach Infektion
mit lebenden E. coli oder nach Stimulation mit OMV (Abbildung 24). Die
Kontrollbedingungen fur alternative und klassische Inflammasomaktivierung waren
ebenfalls unverandert. Jedoch beobachteten wir in BLaER1 Zellen keine signifikante
IL-18 Produktion durch transfiziertes Poly I:C (Abbildung 24). AuRerdem zeigte sich in
einem Experiment bereits eine IL-1B Produktion ohne Stimulation (Abbildung 24).
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Abbildung 24: MAVS-unabhé&ngige IL-18 Produktion in BLaER-1 Zellen nach Stimulation mit
lebenden E. coli

Wildtyp und MAVS- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli infiziert oder mit OMV stimuliert.
Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren
Mittelwert £ Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von
Dunnet’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=3. (ns; nicht signifikant).
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Abbildung 25: Kontrollbedingungen des Experimentes aus Abbildung 24

Wildtyp und MAVS” BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder transfiziertem Poly I.C
stimuliert. Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken
reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. n=3.
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8.5.3 Die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli ist partiell abhangig
von TRIF.

Die bisher beschriebene alternative Inflammasomaktivierung in humanen myeloiden
Zellen wird durch LPS ausgeldst und bendétigt TLR4 und TRIF als sein
Adaptermolekil*!. Da lebende E. coli und OMV hohe Mengen LPS enthalten, wollten
wir nochmals die Rolle von LPS, sowie von TLR4 und TRIF adressieren. In TRIF"
BlaER1-Monozyten zeigte sich eine moderate Reduktion der IL-13 Produktion nach
Stimulation mit lebenden E. coli und eine fast komplette Aufhebung der IL-13
Produktion nach Stimulation mit OMV (Abbildung 26). Die Kontrollbedingungen
zeigten keine Auffalligkeiten (Abbildung 27). Die Menge an intrazellularem IL-18 war in
den TRIF BlaER1-Monozyten nicht vermindert (Abbildung 26), sodass wir die
Reduktion der IL-1B8 Produktion auf eine defiziente Inflammasomaktivierung und nicht

auf ein gestortes Priming zurtckfihren.
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Abbildung 26: Partielle Rolle fur TRIF in der Induktion von IL-18 durch lebende E. coli

Wildtyp und TRIF/- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli oder mit OMV stimuliert. Zytokine
wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert +
Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s
Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=4-5. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, ***; p<0.001).
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Abbildung 27: Kontrollbedingungen fur das Experiment aus Abbildung 26

Wildtyp und TRIF/- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder P3(=Pam3CSK) +
Nigericin stimuliert. Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken
reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. n=4-5.

8.5.4 Die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli ist partiell abh&nqgig
von MyD88.

Toll-like Rezeptoren sind zentral in der Erkennung von Bakterien involviert®. Das
Adaptermolekil MyD88 vermittelt die Signale aller TLRs, mit Ausnahme von TLR3%6,
Daher untersuchten wir die Rolle von MyD88 in der IL-13 Produktion. MYD88--
BlaER1-Monozyten produzierten in allen unseren Kontrollbedingungen und nach
Stimulation mit OMV kein IL-18 (Abbildung 28). Lediglich nach Stimulation mit
lebenden E. coli produzierten sie etwa die Halfte der wildtyp BlaER1-Monozyten
(Abbildung 28). Es zeigte sich, dass MyD88 sowohl notwendig war fir die Induktion
von pro-IL-1B nach Stimulation mit LPS alleine, als auch fur die Induktion von IL-1(3
durch den TLR8-Agonisten CLO75. Lebende E. coli hingegen konnten auch in den
MYD88 BlaER1-Monozyten noch intrazellulares pro-IL-1B induzieren (Abbildung 28).
Da MyD88 als Adaptermolekil von TLR4 und TLRS8 fungiert, untersuchten wir die
Funktion dieser Rezeptoren bei der Aktivierung des Inflammasoms durch lebende

Bakterien.
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Abbildung 28: Partielle Abhangigkeit von MyD88 in der Induktion von IL-1B durch lebende E.
coli

Wildtyp und MyD88- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli oder mit OMV stimuliert.
Zytokine wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren
Mittelwert £ Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von
Dunnet’'s Post-Hoc Test fir Mehrfaches Testen. n=4-5 fiir IL-1 und IL-6, n=2 fir intrazellulares IL-13
(ns; nicht signifikant, ***; p<0.001, ****; p<0.0001).
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Abbildung 29: Kontrollbedingungen fir das Experiment aus Abbildung 28

Wildtyp und MyD88- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, CLO75 oder LPS + Nigericin stimuliert. Die
Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. n=4-5.

54



8.6 TLRA4 ist anteilig an der Induktion von intrazellularem pro-IL-1p durch
lebende E. coli beteiligt und essentiell fir die OMV-induzierte
Inflammasomaktivierung.

Die IL-1B Produktion in TLR4”- BlaER1-Monozyten nach Stimulation mit OMV und
toten E. coli ist aufgehoben und deutlich reduziert nach Infektion mit lebenden E. coli
(Abbildung 30). In den Kontrollbedingungen zeigte sich wie erwartet keine IL-1f3
Produktion nach Stimulation mit LPS und LPS + Nigericin in TLR4”- BlaER1-
Monozyten (Abbildung 31). Pam3CSK + Nigericin (TLR2-Agonist + NLRP3 Stimulus)
sollte in TLR4-- BlaER1-Monozyten eigentlich die gleiche Menge an IL-1 induzieren
wie in den wildtyp BlaER1-Monozyten, es zeigte sich jedoch eine Reduktion
(Abbildung 31). Daher ist davon auszugehen, dass der gesamte TLR4-Effekt in

diesem Experiment eher Uberschatzt wird.
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Abbildung 30: Rolle von TLR4 in der Induktion von IL-18 durch lebende E. coli, OMV und Hitze-

getotete E. coli

Wildtyp und TLR4"- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden oder toten E. coli infiziert oder mit OMV
stimuliert. IL-1B und IL-6 wurden aus den Uberstanden mittels ELISA gemessen, intrazelluléares IL-18
wurden aus den Zelllysaten nach Abnahme der Uberstéande mittels ELISA gemessen. Die
Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert £ Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-
Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test fir Mehrfaches Testen. n=2-3 fiir TLR47 Klon #1,
n=4-5 fur wt und TLR4" Klon #2. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001, ****,

p<0.0001).
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Abbildung 31: Kontrollbedingungen fur das Experiment aus Abbildung 30

Wildtyp und TLR4"- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder Pam3CSK + Nigericin
stimuliert. Die Fehlerbalken repréasentieren Mittelwert + Standardfehler. n=4-5.

Folgern lasst sich daraus, dass LPS in toten E. coli und in OMV wohl das dominante
Molekul fur die Inflammasomaktivierung in humanen Monozyten ist. Dazu passen
auch die Befunde aus den primaren, humanen Monozyten, die zeigten, dass E. coli
OMV deutlich mehr IL-1B induzieren als LPS defiziente (ClearColi)-OMV und dass
tote ClearColi im Gegensatz zu toten wildtyp K12 E. coli uberhaupt kein IL-13
induzieren (Abbildung 6, Abbildung 12).

8.7 Lebende Bakterien aktivieren ein alternatives NLRP3-Inflammasom via
TLRS.

TLR8 ist ein endosomaler Rezeptor, der Degradationsprodukte von RNA erkennt?8,
Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass menschliche Monozyten
lebende von toten Bakterien durch TLR8-vermittelte Detektion von bakterieller RNA
unterscheiden®3. Die Rolle von TLR8 bei der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
war weitgehend unklar. Die Produktion von IL-1B war circa um die Halfte reduziert
nach Infektion von TLR8”- mit lebenden E. coli im Vergleich zu wildtyp BlaER1-
Monozyten (Abbildung 32). Die Reduktion konnte nicht auf eine fehlendes pro-IL-13
(Priming) in TLR8- BlaER1-Monozyten zurtickgefiihrt werden, da das intrazelluléare
IL-18 nicht vermindert war (Abbildung 32). Bei OMV liel sich keine TLR8 Abhangigkeit
der IL-1B Produktion feststellen (Abbildung 32). Alternative, LPS vermittelte
Inflammasomaktivierung und klassische Inflammasomaktivierung mittels LPS +
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Nigericin war wie erwartet unabhangig von TLR8, wahrend die IL-18 Produktion nach
Stimulation mit dem TLR8-Liganden CLO75 in TLR8 Zellen vollstandig aufgehoben
war (Abbildung 33).
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Abbildung 32: IL-1B Produktion nach Stimulation mit lebenden E. coli ist partiell abh&ngig von
TLRS.

Wildtyp und TLR8"- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli infiziert oder mit OMV stimuliert.
IL-1B und IL-6 wurden aus den Uberstéanden mittels ELISA gemessen, intrazellulares IL-18 wurde aus
den Zelllysaten nach Abnahme der Uberstande mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken
reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-
Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=6. (ns; nicht signifikant,
* p<0.05, ****; p<0.0001).
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Abbildung 33: Kontrollbedingungen fir das Experiment aus Abbildung 32

Wildtyp und TLR8”- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder dem TLR7/8 Agonist
CLO75 stimuliert. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert £ Standardfehler. n=6.

Neben TLR8 ist zelltypabhéngig auch TLR7 an der Erkennung von einzelstrangiger
RNA beteiligt*®. Daher untersuchten wir, ob TLR7 auch einen Einfluss auf die IL-1B
Produktion in Reaktion auf lebende Bakterien hat. Nach Infektion mit lebenden E. coli
zeigte sich in TLR7+TLR8 Doppelknockout-BlaER1 Monozyten jedoch keine weitere
Reduktion der IL-1B Level im Vergleich zu einfachen TLR8”- Zellen (Abbildung 34). In
diesem Experiment zeigte sich auch, dass, im Gegensatz zur IL-13 Produktion,
Zelltod nach Infektion mit lebenden E. coli oder nach Stimulation mit dem TLR8
Agonisten CLO75 nicht abhéngig von TLR8 war (Abbildung 34). IL-1B Produktion nach
LPS, als alternativer TLR4-Inflammasom Trigger und LPS+Nigericin, als Stimulus fur
kanonische NLRP3-Inflammasomaktivierung, waren unbeeintrachtigt in TLR7x8

Zellen (Abbildung 35).
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Abbildung 34: Zelltodinduktion von lebenden E. coli ist nicht abhangig von TLRS.

Wildtyp-, TLR8 Knockout-, und TLR7+TLR8 Doppelknockout-BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden
E. coli infiziert oder mit OMV oder dem TLR8 Liganden CLO75 stimuliert. IL-1 und IL-6 wurden aus
den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Der Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-
Freisetzungsassay bestimmt. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert + Standardfehler. Statistisch
getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test fur Mehrfaches
Testen. n=4-5. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001).
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Abbildung 35: Kontrollbedingungen fur das Experiment aus Abbildung 34

Wildtyp-, TLR8 Knockout-, und TLR7+TLR8 Doppelknockout-BlaER1-Monozyten wurden mit LPS
oder mit LPS + Nigericin stimuliert. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert £ Standardfehler. n=4-
5.

Da wir bereits einen Effekt von LPS auf die alternative Inflammasomaktivierung —
unabhangig von bakterieller Vitalitat — nachgewiesen hatten, jedoch die RNA- und
Vitalitdts-abhangige Inflammasomaktivierung selektiv untersuchen wollten,
verwendeten wir ein LPS-unabh&ngiges System. Dazu fuhrten wir das gleiche
Experiment noch einmal mit LPS-defizienten E. coli (ClearColi) durch. Au3erdem
isolierten wir bakterielle RNA aus ClearColi, um eine mdgliche Kontamination
bakterieller RNA mit LPS auszuschlief3en.

Die IL-1B Produktion nach Infektion mit ClearColi war nahezu komplett TLR8
abhangig (Abbildung 36). Ebenso zeigte sich, dass die Induktion von IL-1 durch
transfizierte ClearColi RNA fast komplett TLR8 abh&ngig ist (Abbildung 36). Die
Kontrollbedingungen LPS und MPLA, beides selektive TLR4-Agonisten, zeigten
keine TLR8-Abhangigkeit (Abbildung 36).
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Abbildung 36: LPS-defiziente E. coli (ClearColi) und ClearColi-RNA induzieren TLR8-abhé&ngig
IL-1B.

Wildtyp und TLR8” BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden ClearColi, ClearColi RNA oder als
Kontrolle mit den TLR4 Agonisten LPS oder MPLA stimuliert. IL-1p und IL-6 wurden aus den
Uberstanden mittels ELISA gemessen, intrazellulares 1L-1B wurde aus den Zelllysaten nach Abnahme
der Uberstéande mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken reprasentieren Mittelwert +
Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s
Post-Hoc Test fur Mehrfaches Testen. n=4-6. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **; p<0.01).

9 Diskussion:

9.1 Zusammenfassung und Einschrankungen der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Mechanismen der Inflammasomaktivierung
in menschlichen Monozyten durch bakterielle Stimuli, insbesondere durch lebende

Bakterien und durch bakterielle RNA untersucht.
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Hierbei konnten wir eine bisher wenig untersuchte TLR8-vermittelte Variante der
,alternativen® Inflammasomaktivierung beschreiben. Lebende Bakterien aktivieren
Uber bakterielle RNA in menschlichen Monozyten den endosomalen RNA-Rezeptor
TLR-8. Dies fuhrt Uber bislang noch unvollstéandig geklarte Mechanismen zu einer
Aktivierung des NLRP3-Inflammsoms und Freisetzung von grof3en Mengen IL-1f,

jedoch ohne Bildung eines Pyroptosoms und ohne relevante Pyroptose.

Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene lebende Bakterien in menschlichen
Monozyten eine deutlich robustere IL-18 Produktion stimulieren, als Hitze-
inaktivierte, d.h. tote Bakterien (Abbildung 5). FUr diese starke IL-1B Freisetzung wird
das NLRP3-Inflammasom aktiviert. Es zeigte sich, dass bakterielle RNA, welche nur
in relevanter Menge in lebenden Bakterien vorkommt, fiir die NLRP3-
Inflammasomaktivierung eine zentrale Rolle spielt (Abbildung 36). Aufgereinigte
bakterielle RNA kann ebenfalls das NLRP3-Inflamamsom aktivieren (Abbildung 7).
Die NLRP3-Inflammasomaktivierung in primaren, humanen Monozyten durch
bakterielle RNA, OMV und lebende E. coli zeigt Charakteristika der alternativen
Inflammasomaktivierung (Abbildung 14, Abbildung 16).

Es ist bekannt, dass LPS in humanen Monozyten ein alternatives NLRP3-
Inflammasom tber TLR4 und TRIF aktivieren kann3!. Lebende und tote E. coli
enthalten funktionelles LPS® und aktivieren daher, wie erwartet, ebenfalls diesen
Signalweg in humanen BlaER1-Monozyten (Abbildung 26, Abbildung 30).

Zusatzlich aktivieren jedoch lebende E. coli durch Ihre RNA einen TLR8- und
MyD88-abhangigen Signalweg, welcher fur die Erkennung von bakterieller Vitalitat
verantwortlich ist'3(Abbildung 32). Zusammen fuhrt dies zu einer deutlich starkeren
NLRP3-Inflammasomaktivierung von lebenden im Vergleich zu toten Bakterien
(Abbildung 5).

OMV, die neben Nukleinsauren und Proteinen v.a. groRe Mengen LPS enthalten?®,
aktivieren auch den Signalweg Uber TLR4 und TRIF (Abbildung 26, Abbildung 30). Wir
sahen aber ebenfalls eine partielle Abhangigkeit der IL-18 Freisetzung durch E. coli
OMV von Caspase-4 (Abbildung 20), was eine nicht-kanonische NLRP3-
Inflammasomaktivierung nahelegt. Jedoch fehlten die dafir typischen Charakteristika
Zelltod, Abh&ngigkeit vom Kaliumefflux und Pyroptosomformierung (Abbildung 14,
Abbildung 16).
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NLRP3-Inflammasomaktivierung
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Abbildung 37: Lebende Bakterien aktivieren ein alternatives NLRP3-Inflammasom via TLR8

In unseren Experimenten zeigte sich, dass lebende E. coli in humanen Monozyten Uber ihre RNA ein
alternatives Inflammasom via TLR8 und MyD88 aktivieren. Zusatzlich aktivieren sie genauso wie tote
E. coli tber ihr LPS, welches sich in der &uReren Membran und damit auch in ihren OMVs befindet,
ein alternatives Inflammasom utber TLR4, TRIF, RIPK1, FADD und CASP-8 wie bereits bei Gaidt et al.
beschrieben3!. Diese alternative Inflammasomaktivierung benétigt nur ein Signal, keinen Kaliumefflux
und fihrt nicht zur Bildung eines ASC Speck (= Pyroptosom). Bei der alternativen
Inflammasomaktivierung wird Gasdermin D (=GSDMD) nicht aktiviert und fihrt somit nicht zum
inflammatorischen Zelltod (=Pyroptose)*°. Alle diese Merkmale gelten nun genau gegenteilig fiir die
kanonische und nicht-kanonische Inflammasomaktivierung. Ein Primingsignal bspw. tGber einen
Mustererkennungsrezeptor (=PRR) wird bendétigt und fihrt Gber NF-kB zur Transkription von pro-IL-1(3
und NLRP323, Die Aktivierungsmechanismen von NLRP3 sind vielfaltig und komplex, wobei der
Kaliumefflux durch porenformende Toxine ein Beispiel ist23. NEK7 ist ebenfalls essentieller Bestandteil
des NLRP3-Inflammasoms?é. Intrazellulares LPS, z.B. durch OMV, aktiviert das nicht-kanonische
Inflammasom liber CASP-443. 55,

Im Folgenden mdchte ich einige Einschrankungen der Ergebnisse diskutieren.

Der Grol3teil unserer Experimente wurde mit E. coli durchgefuhrt. Wir glauben, dass
die Ergebnisse zur alternativen, TLR8-vermittelten Inflammasomaktivierung auch auf
andere apathogene Bakterien zutreffen werden. Dies haben wir aber noch nicht

gezeigt und bleibt eine Aufgabe fir die Zukunft.
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Die Aussagen uber die beteiligten Rezeptoren und Adaptermolekile wurden in einer
Zelllinie durchgefuhrt. Weitere Validitat konnten sie dadurch erhalten, dass die
Experimente in primaren, humanen Monozyten wiederholt werden und der Einfluss
der beteiligten Rezeptoren und Adapterproteine durch Inhibitoren3! oder siRNA®3

untersucht wird.

Zur Messung der Inflammasomaktivierung gibt es verschiedene Moglichkeiten?3. Man
kann das Resultat bestimmen, also beispielsweise IL-1B oder IL-18 messen, man
kann die ASC Specks (Pyroptosome) mikroskopisch darstellen, man kann einen
Western Blot fur die prozessierte Caspase-1 (p10, p20) oder fur prozessiertes IL-1f3
durchfiihren®’. Langjahrige Erfahrungen der Arbeitsgruppe und Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen zeigen, dass es eine sehr gute Korrelation dieser Messungen gibt®
38, In dieser Arbeit haben wir bevorzugt die Sekretion von IL-138 gemessen und das
als Korrelat fur Inflammasomaktivierung gewertet. Zusatzliche Western Blots der
aktivierten Caspase-1 haben wir nicht durchgefuihrt. Diese wirden das Bild
vervollstandigen. Haufig haben wir als Kontrolle intrazelluléares IL-1p gemessen und
dies als Proxy fur pro-IL-18 genommen. Hier zeigten sich h&ufig keine signifikanten
Unterschiede zwischen verschiedenen Stimulationsbedingungen, wohingegen grol3e
Unterschiede in der Sekretion von IL-1f bestanden (Abbildung 30, Abbildung 32,
Abbildung 36). Dies ist ein weiteres deutliches Indiz fir die selektive
Inflammasomaktivierung, Prozessierung und Freisetzung von IL-13. In einigen
Experimenten haben wir Bildung von ASC-Specks mittels Immunfluoreszenz

nachgewiesen und quantifiziert (Abbildung 14).

In einigen Experimenten fielen die Kontroll-Stimulationen unerwarteter Weise negativ
aus (Abbildung 20, Abbildung 22, Abbildung 24). Zu nennen sind publizierte Stimuli fur
Caspase-4*3, MAVS* und STING#, die zumindest in unserem in vitro System mit
BLaERL1 Zellen nicht die erwarteten Effekte zeigten. Durch personliche
Kommunikation mit anderen Arbeitsgruppen wurde uns bestatigt, dass dies auch in
anderen Laboren auffiel. Die korrekte genetische Deletion wurde tber genetische
Sequenzierung und Western Blot bestétigt (Daten von Tim Vierbuchen, nicht
gezeigt). Am Beispiel von Caspase-4 wurde auch deutlich, dass zwar die eigentlich
eingesetzte Positivkontrolle, transfiziertes LPS, nicht zur gewtinschten

Inflammasomaktivierung in BLaR1 Zellen fuhrte, jedoch OMV eine deutliche,
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Caspase-4 abhangige IL-1B Sekretion induzierten (Abbildung 20). Dies legt nahe,
dass die Caspase-4 Deletion funktionell ist, publizierte Positivkontrollen in unseren

Héanden jedoch nicht immer im BLaER1 System funktionieren.

9.2 Erkennung der Lebendigkeit - Rolle fur OMV?

Das Immunsystem ist in der Lage mit einer skalierten Immunantwort auf
Mikroorganismen zu reagieren?!. Die Lebendigkeit ebendieser ist dabei ein
entscheidender Faktor flir den Umfang der Immunreaktion?.

In wie fern OMV dabei eine Rolle spielen war eine Frage der vorliegenden Arbeit.
OMV sind in der Lage das NLRP3-Inflammasom in Mauszellen zu aktivieren®°. Die
Autoren beschrieben, dass OMV das in ihnen enthaltene LPS ins Zytosol der
Immunzellen befoérderten und dort zu einer nicht-kanonischen NLRP3-
Inflammasomaktivierung tiber Caspase-11 fiihrten®®. Tote E. coli fihrten nicht zur
NLRP3-Inflammasomaktivierung, diese konnte aber wiederhergestellt werden, wenn
die Bakterienlysate in das Zytosol der Immunzellen transfiziert wurden. Deshalb
schlugen die Autoren OMV Produktion als ein Merkmal von lebenden Bakterien (vita-
PAMP) vor®®. Dieser Weg wurde weiter untersucht und es konnte gezeigt werden,
dass GBP (= guanylate-binding proteins) fir die Interaktion zwischen LPS und
Caspase-11 entscheidend sind®8. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden,
dass OMV von Salmonella typhimurium Flagellin ins Zytosol von murinen
Immunzellen beférdern konnen®°. Dieses fiihrte zu einer robusten, kanonischen
NLRC4-Inflammasomaktivierung®. OMV kénnen auch als Carrier von
Virulenzfaktoren fungieren, die eine mitochondriale Dysfunktion auslésen und tber
Zwischenschritte zur NLRP3-Inflammasomaktivierung fiihren®°.

Wir betrachteten jedoch ein Setting ohne Virulenzfaktoren. In unseren Experimenten
an humanen Monozyten konnten wir, entgegen unserer urspringlichen Hypothese
bestatigen, dass OMV zwar das NLRP3-Inflammasom aktivieren, dass jedoch in der
Tat LPS und nicht in OMV enthaltene RNA, das dominante Signal fur die NLRP3-
Inflammasomaktivierung durch OMV ist (Abbildung 11). Daflr spricht, dass
Membranvesikel von gram-positiven Bakterien und OMV von LPS-defizienten
ClearColi Bakterien deutlich weniger IL-1B induzieren, als OMV von E. coli (Abbildung

12). Bestéatigt werden diese Ergebnisse auch durch die genetischen Daten aus den
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Experimenten an BlaER1-Monozyten. Wir konnten zeigen, dass LPS-Erkennung
Uber TLR4, TRIF und zum Teil auch Caspase-4 notwendig ist, um IL-13 Produktion
durch OMV anzuregen (Abbildung 26, Abbildung 30). Zu beachten ist aber, dass auch
die Membranvesikel von gram-positiven Bakterien und die OMV der ClearColi
ebenfalls noch geringe Mengen IL-1f induzieren (Abbildung 12). Daher ist LPS zwar
der dominante Reiz, jedoch nicht der einzige Bestandteil der Membranvesikel,
welcher IL-1B induziert. Passend dazu zeigten wir, dass auch die bakterielle RNA
aus OMV zur Inflammasomaktivierung fihren kann (Abbildung 10). Dies ist auch vor
dem Hintergrund interessant, dass sSRNAs aus OMV uUber RNA-Interferenz mit mRNA
des Wirtes zur Immunevasion beitragen kénnen?°. Hierbei konnte die NLRP3-
Inflammasomaktivierung in Reaktion auf OMV RNA ein Gegenmechanismus sein.
Fir die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli scheinen OMV in
unseren Experimenten nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, wie der Vergleich
der IL-1B Produktion in Reaktion auf E. coli Stamme mit unterschiedlicher
Vesikulationsrate zeigte (Abbildung 13). AuRerdem war Caspase-4 zwar fir OMV-
induzierte IL-1B Produktion essentiell, spielte aber fur die IL-1B Induktion durch
lebende E. coli keine Rolle (Abbildung 20). Im Gegensatz dazu ist TLR8 fur
Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli relevant, nicht aber fir die IL-13
Induktion durch OMV (Abbildung 32). Zusammengenommen sprechen diese beiden
Befunde eher flir eine untergeordnete Rolle der OMV bei der NLRP3-
Inflammasomaktivierung durch lebende gramnegative Bakterien in humanen
Monozyten. Im Gegensatz dazu hatte sich in der Studie von Vanaja et al. eine grol3e
Relevanz der OMV fir die NLRP3-Inflammasomaktivierung in murinen Immunzellen

gezeigt®s.

9.3 TLR8 als Schlusselrezeptor fur die Erkennung bakterieller Vitalitat

Unsere Daten reihen sich ein in zunehmende Publikationen zur Rolle von TLRS als
Sensor mikrobieller Lebendigkeit, wie in den Ubersichtsarbeiten von Ugolini und
Sander® und Vierbuchen, Stein und Heine'® zusammengefasst, auf denen der
folgende Absatz beruht.

TLR8 ist ein endosomaler Rezeptor und erkennt Einzelstrang-RNA®L. Detaillierte

strukturelle Analysen ergaben, dass TLR8 nicht intakte RNA-Molektle, sondern
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Degradationsproduktion von RNA erkennt®. Die Expression des Rezeptors in
verschiedene Zelltypen variiert z.T. stark, in Abhangigkeit von der Spezies?®.
Aufgrund einer Deletion von finf Aminoséauren, kann der TLR8 Rezeptor von Mausen
und Ratten nicht durch Einzelstrang-RNA oder andere bekannte TLR8 Agonisten
aktiviert werden®2. Auch wenn die Erkennung von Nukleinsauren zu Beginn vor allem
wichtig fir die Erkennung von Viren schien, ist mittlerweile klar, dass RNA
Erkennung Uber TLR8 auch fur die Erkennung einer Reihe von pathogenen
Bakterien von Bedeutung ist*®. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Erkennung von bakterieller RNA via TLR8 fur die Immunantwort humaner Monozyten
gegentber Streptococcus pyogenes essentiell ist®3. Eine weitere Studie zeigte, dass
TLR8 ebenso ein entscheidender Rezeptor flr die Erkennung von Gruppe B
Streptokokken ist, kam aber im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zu dem Schluss,
dass TLR8 fir die Erkennung von lebenden E. coli nicht relevant ist®4.

Dass TLR8 bakterielle Lebendigkeit erkennt und es in der Folge zur Differenzierung
von follikularen T-Helferzellen kommt, konnten Ugolini et al. zeigen'3. Fur diesen
Mechanismus ist die TLR8-abhangige Induktion von IL-12 essentiell’3. Jedoch spielt
IL-18 mdglichweise eine unterstiitzende Rolle, da die Polarisierung von T follikularen
Helferzellen durch humane Monozyten durch die Zugabe von IL-1 neutralisierenden
Antikorpern abgeschwéacht werden konnte!3. Somit scheint IL-1B in diesem Prozess
nicht ausreichend, aber verstarkend zu wirken?3,

Spezifische TLR7/8 Agonisten werden zunehmend als Impfstoffadjuvanzien
diskutiert®. TLR8 Liganden zeigen z.B. eine starke Adjuvanzwirkung in
Rhesusaffen®. Die Zugabe von TLR8 Agonisten konnte die Titer von spezifischen
IgG-Antikorpern nach Impfung mit dem Pneumokokkenkonjugatimpfstoff PCV13
deutlich steigern®®. Wurden die Rhesusaffen direkt bei Geburt geimpft, erreichten sie
deutlich fruher als ohne zusatzlichen TLR7/8 Agonisten protektive Level an
spezifischen 1gG-Antikorpern®. Dies ist besonders erstaunlich, da die Aktivierung
von Zellen der angeborenen Immunitat durch Adjuvanzien bei Neugeborenen in der
Regel sehr schwierig ist®®.

Dazu passend wurde aus einer Fall-Kontrollstudie berichtet, dass ein TLR8
Polymorphismus mit erhéhter Aktivitdt mit Schutz vor Pulmonaler Tuberkulose
assoziiert ist'3. Interessanterweise erklarte sich dieser Effekt durch die Subgruppe,
die den Lebendimpfstoff BCG erhalten hatte'.
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9.4 TLR8-vermittelte Inflammasomaktivierung

Zentraler Befund dieser Arbeit ist die TLR8-vermittelte ,alternative“ NLRP3-
Inflammasomaktivierung durch lebende, avirulente Bakterien wie E. coli.
TLR8-vermittelte Inflammasomaktivierung ist noch nicht lange bekannt. Vierbuchen
et al. konnten zeigen, dass das Archaeon Methanosphaera stadtmanae das NLRP3-
Inflammasom aktivieren kann*!. Dabei wird genau wie in unseren Daten zu lebenden
apathogenen Bakterien, die RNA des Archaeons tber TLR8 erkannt*!. Archaen
werden als eigene Domane des Lebens neben den Bakterien und den Eukaryoten
klassifiziert und es sind bis heute keine humanpathogenen Archaaen bekannt*'. Dies
passt zu unserem Befund, dass die Aktivierung des NLRP3-Inflammasom durch RNA
im Sinne einer skalierten Immunantwort unabhangig von der Virulenz des
Mikroorganismus ablauft.

Vorher wurde bereits beschrieben, dass HIV-1 IL-13 in humanen Monozyten
induziert und dass dafir TLR8 und NLRP3 notwendig sind®®. Die Autoren
interpretierten ihre Daten dahingehend, dass TLR8 entscheidend fur die Induktion
von pro-IL-1B war%, Im Gegensatz dazu induzieren in unseren Daten lebende E.coli
in TLR8”- BlaER1-Monozyten vergleichbare Mengen an intrazellularem IL-1B,
unserem Proxy fur pro-IL-18, jedoch wird deutlich weniger IL-1p freigesetzt
verglichen mit TLR8-kompetenten wt-BlaER1-Monozyten (Abbildung 32). Ebenso
induzieren TLR8-Agonisten wie CLO75 alleine bereits IL-1B*!. Dies spricht dafir,
dass das NLRP3-Inflammasom Uber einen bisher unbekannten Mechanismus direkt
Uber TLR8 aktiviert werden kann.

Auch fur die Erkennung von mit Plasmodium falciparum infizierten Erythrozyten
(iRBC) und deren RNA war TLR8 in humanen Monozyten entscheidend®’. Neben IL-
12 produzierten die Monozyten auch IL-1 und IL-18 in Abh&angigkeit von TLR8 nach
Stimulation mit iRBC oder RNA von Plasmodium falciparum. Dabei kam es nicht zur
Pyroptose und es wurde auch kein zweiter Stimulus fir die Aktivierung benotigt®”,
alles gut passend zur alternativen Inflammasomaktivierung.

An dieser Stelle bleibt offen, wie der Signalweg zwischen TLR8 und MyD88 auf der
einen Seite und NLRP3 auf der anderen Seite ablauft. Zu testen wére beispielsweise
die RIPK1-FADD-CASPS8 Achse, welche entscheidend ist fur die alternative NLRP3
Inflammasomaktivierung via TLR43! ist. Hier ist die Studie von Campbell et al. zu
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erwahnen, die zeigt, dass von SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 und HIV-1 abgeleitete
SSRNA Sequenzen das NLRP3-Inflammasom tber TLR8 in humanen Makrophagen
aktivieren®®, In ihrer Studie lauft der Signalweg dabei tatséchlich Gber Caspase-8 und
RIPK1 und fuhrt nicht zur Pyroptose®®. Dies passt gut zu unseren und den bisher
publizierten Daten zur TLR8 vermittelten alternativen Inflammasomaktivierung. Im
Gegensatz zu unseren Daten, zeigte sich allerdings eine Abhangigkeit von der
extrazellularen Kaliumkonzentration in dieser Studie und somit eigentlich ein
Merkmal der kanonischen Inflammasomaktivierung®8.

Da der murine TLR8 Rezeptor nicht durch bakterielle RNA und andere bekannte
TLR8 Agonisten aktiviert werden kann®? sind in vivo Daten zur TLR8-vermittelten
Inflammasomaktivierung bisher rar. Eine der wenigen Studien konnte zeigen, dass
sich in Cynomolgus-Affen erhéhte Serumlevel von IL-16 und IL-18 nach
Administration des TLR8 Agonisten VTX-2337 dosisabhangig zeigen®®.

Es ware essentiell zu klaren, wie relevant die Rolle von TLR8 im Kontext
verschiedener Infektionen fur die Inflammasomaktivierung in vivo ist. Es gibt
verschiedene bekannte TLR8 Polymorphismen, die beispielsweise mit der
Suszeptibilitat fir pulmonale Tuberkulose oder Krim-Kongo-Fieber assoziiert sind’°.
Die Rolle von IL-1B in diesem Zusammenhang ist bisher aber unklar. Es ware
insbesondere von Interesse, den Einfluss von TLR8-Polymorphismen auf die IL-18

Produktion bei bakteriellen Infektionen zu untersuchen.

9.5 Ist die ,alternative“ Inflammasomaktivierung eher die Regel als die
Ausnahme?

In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass lebende Bakterien das NLRP3-
Inflammasom aktivieren und zu einer robusten Sekretion von IL-1 fuhren, aber ohne
einen signifikanten Anstieg des inflammatorischen Zelltods zu verursachen, wie
haufig bei pathogenen Bakterien oder Toxinen beobachtet®®. Diese Form der
Inflammasomaktivierung wurde von Gaidt et al. als ,alternatives® Inflammasom
bezeichnet und bislang nur in menschliche Zellen, nicht in Nagerzellen
beschrieben3?.

Insgesamt stellt sich jedoch die Frage, ob diese sogenannte ,alternative”
Inflammasomaktivierung nicht deutlich relevanter und herkémmlicher ist als es der

Name ,alternativ® nahelegt. Im Sinne einer skalierten Immunantwort scheint es
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intuitiv, dass ein so wichtiges Zytokin wie IL-13 auf zellularer Ebene nicht nur tber
einen Alles-oder-Nichts Mechanismus freigesetzt werden kann, sondern auch in
geringeren Mengen und vor allem ohne den unwiederbringlichen Zelltod der
freisetzenden Zellen. Gaidt et al. beschrieben das alternative Inflammasom zum
ersten Mal am Beispiel von TLR4 und LPS3!. Die NLRP3-Inflammasomaktivierung
durch RNA sowohl von Archaeen?!, Viren®, Plasmodien®’ und Bakterien via TLR8
zeigt nun ebenfalls Charakteristika der alternativen Inflammasomaktivierung, wie die
Entkopplung von Pyroptose, der Unabhangigkeit von extrazelluléaren
Kaliumkonzentrationen und eine fehlende Ausbildung von ASC Specks
(Pyroptosomen) (Abbildung 37).

Zwei weitere Befunde von NLRP3-Inflammasomaktivierung ohne Pyroptose und
Kaliumefflux heben Gaidt und Hornung in einem Meinungsartikel hervor#®. Ausgelost
einmal durch die Inhibition und nachfolgende Translokation von Hexokinase ins
Zytosol nach der Erkennung von bakteriellem Peptidoglykan’! und zum zweiten
durch oxPAPC, einem bekannten Immunmodulator, welcher Caspase-11 aktiviert’2.
Interessanterweise ist die alternative NLRP3-Inflammasomaktivierung tber TLR4
und Uber TLR8 nicht in murinen Zellen observierbar#®, sodass Experimente mit
humanen Zellen an Bedeutung gewinnen und ein relevanter Teil der bisherigen
Inflammasomforschung, der primar an murinen Zellen und mit Stimulantien der
,kanonischen“ Inflammasomaktivierung durchgefiihrt wurde?®’, nur bedingt
Ubertragbar scheint. Als genetische Definition fur alternative Inflammasomaktivierung
schlagen Gaidt und Hornung die Unabhéngigkeit von Gasdermin D vor#®. Gasdermin
D sorgt bei der klassischen Inflammasomaktivierung durch Porenbildung in der
Zellmembran fir die Pyroptose?®. Der Ausstrom von Kalium aus der Zelle sorgt dann
fur die Aktivierung von NLRP323, Ob die alternative Inflammasomaktivierung tber
TLR8 ebenfalls Gasdermin D unabhangig ablauft, wurde in der vorliegenden Arbeit
noch nicht untersucht und sollte demnach vordringlich getestet werden.

Es erscheint essentiell zu untersuchen, welche Rolle der alternativen NLRP3-
Inflammasomaktivierung im Rahmen der homdostatischen Wirts-Mikroorganismus
Beziehung im menschlichen Kdrper zukommt. Es ist verlockend zu spekulieren, dass
sie eine grof3e Rolle einnimmt, da sie durch TLR4 und TLRS8, zwei zentrale
Mustererkennungsrezeptoren, ausgeldst wird (Abbildung 37). Wir schlagen vor, dass

es sich bei der ,alternativen® Inflammasomakivierung um einen streng regulierten
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Prozess handelt, der im Gegensatz zu pathologischen Stimuli nicht zum
inflammatorischen Zelltod wie bei der kanonischen und nicht-kanonischen
Inflammasomaktivierung fihrt (Abbildung 37). Wir schlagen vor, dass ,alternative”
Inflammasomaktivierung Ausdruck physiologischer Wirts-Mikroben-Interaktionen sein
kann, wahrend kanonische und nicht-kanonische Inflammasomaktivierung das
Ergebnis pathologischer Prozesse sind (Abbildung 37). Es erscheint intuitiv, dass es
fur den Wirt deutliche Vorteile hat, wenn die Zellen der angeborenen Immunitat nach
Kontakt mit lebenden Bakterien nicht direkt sterben, sondern mit einer skalierten
Immunantwort reagieren®. So kénnten beispielsweise antigenprasentierende Zellen
ihrer klassischen Funktion nachkommen, in den Lymphknoten migrieren und dort
adaptive Immunantworten vorbereiten. Als Beispiel fur die kanonische
Inflammasomaktivierung ware hingegen die Infektion mit Bakterien zu nennen, die
porenformende Toxine produzieren und damit zu einer deutlichen Stérung der
physiologischen Homoostase fiihren”s.

Jedoch gibt es auch ein Beispiel fur eindeutig pathologische alternative
Inflammasomaktivierung’*. Erhohte Spiegel von Apolipoprotein C3 (ApoC3) gehen
mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko einher und sie aktivieren ein alternatives
NLRP3-Inflammasom in humanen Monozyten Gber Dimerisierung von TLR2 und
TLR4™,

9.6 Limitationen und Ausblick

Die wichtigste Limitation der Arbeit ist, dass unsere Aussagen auf reinen
Zellkulturdaten beruhen und demnach in ihrer Geltung natirlich beschrankt sind. Sie
in einem in vivo Modell zu bestéatigen, um die Wichtigkeit des Mechanismus zu
evaluieren, ware der nachste Schritt. Allerdings ist hierbei die Wahl eines geeigneten
Organismus zu beachten. Haufig verwendete Mausmodelle haben einige Schwachen
fur unsere Thematik, da alternative NLRP3-Inflammasomaktivierung in ihnen nicht
vorkommt3!, Die nicht-kanonische Inflammasomaktivierung lauft in Mausen Uber
Caspase-112°, wahrend Caspase-11 in Menschen fehlt und die Funktion durch
Caspase-4 (lbernommen wird*3. Des Weiteren kann der TLR8 Rezeptor von Mausen
und Ratten im Gegensatz zum menschlichen TLR8 nicht durch Einzelstrang-RNA

oder andere bekannte TLR8 Agonisten aktiviert werden.

72



Aus diesen Griunden halten wir Untersuchungen in Mausen zur Funktion der hier
beschriebenen Inflammasomaktivierung durch Bakterien und bakterielle RNA fur
nicht zielfhrend. Dies kénnte auch ein kleiner Teil der Erklarung sein, warum viele
Untersuchungen insbesondere zur bakteriellen Sepsis, die haufig in Mausmodellen
erhoben wurden, nicht oder nur sehr bedingt auf den Menschen tbertragbar sind’®.
Eine Mdglichkeit sind humanisierte Mausmodelle, wie sie bei Zewinger et al.
verwendet wurden’4. Die Autoren transplantierten humane Monozyten in NOD-SCID
(= Non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency) Mause zur Untersuchung
der Relevanz von ApoC3 fur die alternative Inflammasomaktivierung und deren
Relevanz im Kontext von vaskularen Organschaden’. Die Alternative wéaren
Untersuchungen bei Schweinen?®3, Affen® oder Menschen.

Da derzeit kein robuster Parameter zur eindeutigen Messung der alternativen
Inflammasomaktivierung in vivo existiert, miissten wir uns mit Annéherungen
behelfen. Diese konnte beispielsweise das Verhaltnis von ASC Specks oder
Gasdermin D Level zu IL-1B sein. Dann kdnnten Patienten mit bakteriellen
Kolonisation und manifesten Infektionen miteinander verglichen werden oder
Infektion mit Bakterien, welche bekanntermalR3en das kanonische Inflammasom

aktivierende Virulenzfaktoren besitzen und solchen ohne jene.
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