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3 Zusammenfassung: 
 

Das Immunsystem besitzt die herausragende Fähigkeit anhand evolutionär 

konservierter, pathogen-assoziierter Muster zwischen körpereigenen und fremden 

Strukturen zu unterscheiden. Die Detektion von Mikroorganismen löst eine skalierte 

Immunreaktion aus, die von einer Reihe von Faktoren abhängig 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 Vitalität 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-1β in seine aktive Form 

überführt. Die Mechanismen der Inflammasomaktivierung durch lebende Bakterien in 

humanen Monozyten sind jedoch unklar. 

Wir fanden eine NLRP3-abhängige IL-1β Produktion, jedoch zeigte die NLRP3-

Aktivierung durch lebende E. coli in humanen Monozyten keine Merkmale der 

kanonischen Inflammasomaktivierung, wie Abhängigkeit von der extrazellulären 

Kaliumkonzentration, Pyroptose und die Aggregation sogenannter Pyroptosome. 

Stattdessen ähnelt der Prozess einer kürzlich beschriebenen durch Toll-like Rezeptor 

4 (TLR4) ausgelösten alternativen Inflammasomaktivierung. Wir untersuchten 

daraufhin die zugrundeliegenden Mechanismen und die involvierten Rezeptor- und 

Adaptermoleküle. Dazu verwendeten wir neben primären Monozyten die humane 

BlaER1-Zelllinie, die nach Transdifferenzierung einen monozytären Phänotyp 

annimmt und in welcher die Existenz des alternativen Inflammasoms zum ersten Mal 

beschrieben wurde. Wir konnten zeigen, dass die alternative 

Inflammasomaktivierung durch bakterielle RNA ausgelöst wird. Die Inflammasom-

aktivierung und IL-1β Freisetzung durch lebende E. coli wird vermittelt durch NLRP3, 

ASC und Caspase-1. Während die Induktion von IL-1β durch tote E. coli TLR4 

benötigte und damit auf das LPS zurückzuführen ist, aktivierten lebende E. coli über 

ihre RNA zusätzlich einen Signalweg über den RNA-Rezeptor TLR8 und das 

Adaptermolekül MyD88. Diese Befunde stellen erneut die Rolle von TLR8 für die 

Erkennung von mikrobieller Vitalität heraus. Die Aktivierung von RNA-Rezeptoren 

wie TLR8 ist somit ein zentraler Mechanismus in der angeborenen Immunantwort 

gegen lebende Mikroorganismen. 
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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-1β into its active form. However, the mechanisms 

of inflammasome activation by live bacteria in human monocytes remain unclear. 

We found NLRP3-dependent IL-1β 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 BlaER1 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-1β release by live E. coli is mediated by 

NLRP3, ASC, and Caspase-1. Whereas the induction of IL-1β 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 TLR8 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. 

 

 
 
 

 



7 

 

5 Einleitung: 
 

 

5.1 Von der Mustererkennung zur skalierten Immunantwort 
 

Eine fundamentale Aufgabe des Immunsystem ist die Erkennung und Bekämpfung 

von Infektionserregern. Eine zentrale Frage dabei ist, wie das Immunsystem 

zwischen fremden und potentiell gefährlichen Erregern und Bestandteilen des 

eigenen Körpers oder harmlosen Mikroorganismen unterscheidet1.  

Von Charles Janeway stammt die Theorie, dass das angeborene Immunsystem 

zwischen „körpereigen“ (self) und „fremd“ (non-self) mithilfe von 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition rececptors = PRRs) 

unterscheidet2. PRRs erkennen evolutionär 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 äußeren Membran von 

gramnegativen Bakterien ist und vom Mustererkennungsrezeptor TLR4 erkannt 

wird4. 

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 sei5. Dabei würden dann nicht unbedingt fremde 

Mikroorganismen direkt erkannt, sondern die Gefahrsignale, die auch aus den Zellen 

des Wirtes hervorgehen können5. 

Mit der Identifizierung einer Reihe von Mustererkennungsrezeptoren hat Janeways 

Theorie viel experimentelle Bestätigung erhalten2. Dennoch lassen sich nicht alle 

Fragen der Infektionsimmunologie mit diesem bestechenden Modell erklären. 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 Sepsis1. 

Vor dem Hintergrund der oben skizierten Debatte, schlugen Blander und Sander ein 

Modell mit fünf Checkpoints vor, welches zusätzlich zur Erkennung von 

Mikroorganismen durch Mustererkennung deren Gefährlichkeit für den Wirt exakt 

einschätzt und vereinen damit Teile der Theorie von Janeway mit der von Matzinger1. 

Erstens sei die Anzahl der präsentierten PAMPs und damit aktivierten 

Mustererkennungsrezeptoren und die Frage, ob diese gelöst und isoliert oder auf 
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einem Mikroorganismus präsentiert 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 Aktivität von Virulenzfaktoren, die unterschiedlich 

erkannt werden, z.B. auch über sogenannte Gefahrensignale (Danger associated 

molecular patterns = DAMPs) bestimmt. Viertens müsse das Immunsystem 

entscheiden, ob es sich um Kommensalen oder um invasive Mikroorganismen 

handele und fünftens sei die Lokalisation der Infektion (z.B. mukosal oder 

systemisch) bestimmend für die Immunantwort1. 

 

 

5.2 Mikrobielle Lebendigkeit – ein eigener Checkpoint des angeborenen 
Immunsystems? 

 

Ergebnisse zu diesem Thema wurden kürzlich in einer Übersichtsarbeit von Ugolini 

und Sander zusammengetragen, auf der die folgende Zusammenfassung beruht6. 

Klinisch ist seit langem bekannt, dass Lebendimpfstoffe eine deutlich robustere 

Immunantwort erzeugen als Totimpfstoffe und dass beispielsweise im Falle der 

Mumps-Masern-Röteln Impfung eine einzelne Impfung lebenslangen Schutz vor der 

Erkrankung erzeugt, während klassische Totimpfstoffe nach definierten Intervallen 

aufgefrischt werden müssen7. 

Ausgehend von dieser Überlegung und vorhergehenden Studien, die beispielsweise 

gezeigt hatten, dass eine Impfung mit getöteten Listeria monocytogenes im 

Gegensatz zur Infektion mit lebenden Listeria monocytogenes keine protektiven 

CD8+ Effektor-T-Zellen induziert8, konnten Sander und Kollegen 2011 ausführlich 

demonstrieren, dass das Immunsystem zwischen lebenden und toten Bakterien 

unterscheiden kann und in Abhängigkeit davon eine unterschiedlich starke 

Immunantwort auslöst9. 

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-β und IL-1β9. Als dafür verantwortliches Molekül wurde die 

bakterielle RNA ausgemacht, welche eine sehr kurze Halbwertszeit besitzt und nach 

dem Tod der Bakterien rasch abgebaut wird9. 

Sie schlugen den Terminus vita-PAMP vor für Moleküle, welche dem Immunsystem 

Lebendigkeit von Mikroorganismen anzeigen können9. 
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Später wurde gezeigt, dass c-d-AMP, ein bakterieller second Messenger, der in 

gram-positiven Bakterien vorkommt ebenfalls als vita-PAMP fungieren kann10. Dieser 

führt über die Bindung an den zytosolischen Rezeptor STING zur Ausschüttung von 

Typ 1 Interferonen10.  

Abgesehen von Antigenpräsentierenden Zellen (APC), können auch neutrophile 

Granulozyten zwischen lebenden und toten Bakterien unterscheiden und in 

Abhängigkeit davon die sogenannten NETs (Neutrophil Extracellular Traps = 

neutrophile extrazelluläre Fallen) bilden11 und Mukosa-assoziierte invariante T-Zellen 

(MAIT Zellen) erkennen ein Zwischenprodukt des Vitamin B Stoffwechsels, welches 

nur in lebenden Bakterien vorkommt12. 

Die Erkennung der mikrobiellen Lebendigkeit durch antigenpräsentierende Zellen hat 

aber auch Auswirkungen auf adaptive Immunantworten13. Ugolini13 et al. und 

Barbet14 et al. konnten zeigen, dass die Erkennung von bakterieller RNA aus 

lebenden Bakterien durch APC zur Differenzierung von follikulären T-Helferzellen 

(TFH) führt. Diese spielen eine entscheidende Rolle in den Keimzentren der 

Lymphfollikel, wo sie die Affinitätsreifung von Antikörpern und die Entstehung von 

Gedächtnis B-Zellen unterstützen15. 

In Zellen von Menschen und Schweinen war dieser Mechanismus abhängig von 

TLR813. Dieser endosomale Mustererkennungsrezeptor erkennt 

Degradationsprodukte von RNA16. Ugolini et al. konnten außerdem zeigen, dass die 

Impfung von Schweinen mit einem lebenden, bakteriellen Salmonellen-Impfstoff im 

Gegensatz zum selben Hitze-inaktivierten Impfstoff zur vermehrten Differenzierung 

von follikulären T-Helferzellen und zur Bildung von Antikörpern führte13. Außerdem 

zeigte sich eine höhere protektive Immunität nach Impfung mit dem lebenden 

Tuberkuloseimpfstoff BCG bei einer Kohorte mit einem TLR8 Polymorphismus, 

welcher mit erhöhter Rezeptoraktivität assoziiert war13.   

 

 

5.3 Mustererkennungsrezeptoren für mikrobielle RNA 
 
Wie im letzten Absatz beschrieben, ist mikrobielle RNA das bisher am besten 

untersuchte vita-PAMP. Für die Erkennung dieser in Zellen der angeborenen 

Immunität sind verschiedene Mustererkennungsrezeptoren verantwortlich, die im 

Folgenden kurz beschrieben werden und die zunächst vor allem für die Erkennung 

von Viren bekannt waren17.  
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Im Zytosol finden wir unter anderem die Proteine MDA5 und RIG-I, die zu den RIG‐I‐

like Rezeptoren (RLRs) gehören und das Adapterprotein MAVS benötigen18. 

Während MDA5 Doppelstrang-RNA erkennt, ist RIG-I für die Erkennung von 5′‐

triphosphat RNA verantwortlich18. NOD-like Rezeptoren (NLR) und im speziellen das 

NLRP3-Inflammasom werden weiter unten diskutiert.  

Endosomale RNA-Rezeptoren hingegen gehören zur Familie der Toll-like 

Rezeptoren18. TLR3 erkennt Doppelstrang-RNA und verwendet im Gegensatz zu den 

anderen TLRs, die über MyD88 ihre Signale weiterleiten, das Adapterprotein TRIF18. 

TLR13 wird in murinen, nicht aber in menschlichen Immunzellen exprimiert und 

erkennt ribosomale RNA18. TLR7 und TLR8 schließlich erkennen 

Degradationsprodukte von Einzelstrang-RNA18.  

 

 

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

Abbildung 1 aus der Publikation18 von Vierbuchen et al., RNA is taking its Toll: Impact of RNA-specific 

Toll-like receptors on health and disease., Allergy, 2019: Für 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 gegenüber. Während erstere mit Ausnahme von TLR3 über das 

Adapterprotein MyD88 zur Aktivierung von NF‐κB führen, sind letztere zur Signalweitergabe auf das 

Adapterprotein MAVS angewiesen18. (dsRNA = Doppelstrang-RNA, ssRNA = Einzelstrang-RNA, 

rRNA = ribosomale RNA, IRF = Interferon regulierender Faktor)  
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5.4 Vesikel der äußeren Membran (Outer membrane vesicles = OMV) als 
mögliche Carrier von bakterieller RNA 

 
Wir stellten uns die Frage, wie bakterielle RNA von prädominant extrazellulären 

Bakterien zytosolische Rezeptoren aktivieren könnte und wollten deshalb die Rolle 

von OMV genauer beleuchten.  

OMV schnüren sich von der äußeren Membran von gram-negativen Bakterien ab 

und können Bestandteile aus dem bakteriellen Zytoplasma enthalten19. Ihnen werden 

diverse Funktionen zugeschrieben. So können sie beispielsweise Virulenzfaktoren 

oder Enzyme zum Abbau von Antibiotika enthalten19. Der Inhalt von OMV kann 

gegenüber dem Zytoplasma der Bakterien mit bestimmten Molekülen angereichert 

sein, die zum Transport zwischen den Bakterien vorgesehen sind19.  

Aber dieser Transport findet nicht nur zwischen den Bakterien selber statt, sondern 

kann auch die Wirtszellen miteinbeziehen19. Es konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass OMV von Pseudomonas aeruginosa bestimmte kurze RNAs (sRNAs) 

anreichern und ins Zytosol von Wirtszellen transportieren20. Diese stören Funktion 

und Stabilität von mRNA des Wirtes und sorgen so für eine verminderte 

Immunantwort des Wirtes20.  

 
 

5.5 Die Inflammasome – zentrale Schalter der angeborenen Immunität 
 

Im Folgenden wird das Inflammasom als zentraler Schalter der Erkennung von 

lebenden Bakterien näher beleuchtet9. 

Inflammasome sind Multiproteinkomplexe, die sich im Zytosol von Zellen der 

angeborenen Immunität bilden und dort als molekulare Plattformen für pro-

inflammatorische Caspasen fungieren21. Aktivierte Caspasen spalten 

Vorläuferformen pro-inflammatorischer Zytokine in deren aktive Form, als 

prominentestes Beispiel IL-1β22. Die Nomenklatur von Inflammasomen richtet sich 

nach dem Sensorprotein. Neben dem AIM2- und dem Pyrin Inflammasom, bilden die 

NLR Inflammasome eine größere Familie, zu denen unter anderem das NLRP1B-, 

das NLRC4/NAIP5- und das NLRP3-Inflammasom gehören21. 

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

in seiner Funktion komplexeste Inflammasom21. Aus Experimenten in murinen 
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Immunzellen ist zudem bekannt, dass das NLRP3-Inflammasom an der Detektion 

von vitalen Bakterien beteiligt ist9. 

Auf molekularer Ebene lässt sich das NLRP3-Inflammasom in seine Bestandteile 

NLRP3, ASC und Caspase-1 aufteilen23. Dabei fungiert NLRP3 als der Sensor, ASC 

als das Adapterprotein und Caspase-1 als das Effektorprotein23.  

NLRP3 ist ein zytosolischer Sensor, der durch eine Vielzahl von exogenen und 

endogenen Stimuli aktiviert werden kann23. Es werden verschiedene 

Aktivierungsmechanismen von NLRP3 unterschieden. Am besten bekannt und 

studiert ist die sogenannte „kanonische“ NLRP3-Inflammasomaktivierung23. Diese 

erfolgt als zweischrittiger Prozess23. Durch ein Priming Signal über einen Toll-Like-

Rezeptor, den TNF-Rezeptor oder den IL-1-Rezeptor kommt es zur Aktivierung von 

NF-κB und damit zur vermehrten Transkription und Translation von pro-IL-1β, pro-IL-

18 und NLRP323. Die eigentliche Aktivierung von NLRP3 erfolgt über ein zweites 

Signal. Im Gegensatz den meisten anderen Mustererkennungsrezeptoren erkennt 

NLRP3 dabei nicht nur ein paar wenige konservierte Strukturen, sondern reagiert auf 

eine große Anzahl von strukturell sehr diversen Molekülen, welche PAMPs von 

Viren, Bakterien oder Pilzen oder endogene DAMPs als Folge von Zellschädigung 

sein können23. Aktuell geht man davon aus, dass am ehesten zelluläre Stresssignale 

auf konservierten Signalwegen zusammenlaufen und zu einer NLRP3-Aktivierung 

führen23. Hierbei werden verschiedene zugrundeliegende Mechanismen diskutiert. 

Zu diesen gehören Ausstrom von intrazellulärem Kalium aus der Zelle24 und andere 

Ionenflüsse, Ruptur der Lysosomen und metabolische und mitochondriale 

Veränderungen23. Kürzlich wurde berichtet, dass nach Stimulation durch 

unterschiedliche Signale ein desintegriertes Trans-Golgi-Netzwerk als Gerüst für 

NLRP3 fungiert25. 

Nach Aktivierung bilden sich NLRP3-Oligomere, welche zusammen mit dem Protein 

ASC große Proteinkomplexe bilden23. Erst kürzlich wurde beschrieben, dass die 

Kinase NEK7 essentiell an dem Prozess der kanonischen NLRP3-

Inflammasomaktivierung beteiligt ist26. ASC bildet einen molekularen Adapter für 

Caspase-1, welche sich autokatalytisch prozessiert und dadurch aktiviert23. Die 

Vorstufen von IL-1β und IL-18 sind Substrate für 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-Speck27, der aufgrund der Funktion beim 
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inflammatorischen Zelltod (=Pyroptose) auch Pyroptosom genannt wird23. Bei der 

Pyroptose aktiviert Caspase-1 Gasdermin D28, welches sich in die Zellmembran 

einbaut, dadurch Poren formt und so zum inflammatorischen Zelltod (Pyroptose) 

führt. Auf diese Weise vermittelt Gasdermin D auch die Freisetzung von IL-1β28.  

Neben dieser kanonischen NLRP3-Inflammasomaktivierung existiert auch die 

sogenannte nicht-kanonische NLRP3-Inflammasomaktivierung29. Hierbei wird 

zytosolisches LPS erkannt29. In murinen Zellen ist dafür Caspase-11 verantwortlich29, 

in humanen Zellen Caspase-4 oder Caspase-530. Diese Effektor-Caspasen spalten 

Gasdermin D, welches nach Einbau in die Zellmembran und Porenbildung zur 

Pyroptose führt. Der dabei entstehende Kaliumefflux, aktiviert zudem das NLRP3-

Inflammasom wie oben bereits beschrieben23. 

Neben der kanonischen und der nicht-kanonischen Inflammasomaktivierung existiert 

eine dritte Variante der NLRP3-Inflammasomaktivierung31. Diese „alternative“ 

Inflammasomaktivierung benötigt nur einen einzelnen Stimulus zur Aktivierung, führt 

jedoch im Gegensatz zur kanonischen und nicht-kanonischen 

Inflammasomaktivierung nicht zum Zelltod31. In menschlichen und porzinen 

Monozyten, aber nicht in Mauszellen, reicht extrazelluläres LPS aus, um dieses 

alternative NLRP3-Inflammasom zu aktivieren31.  LPS aktiviert über TLR4 eine 

intrazelluläre Signalkaskade über TRIF, RIPK1, FADD und Caspase-8, welche durch 

einen noch nicht vollständig geklärten Mechanismus zur Aktivierung von NLRP3 

führt31. Interessanterweise kommt es bei dieser sogenannte alternativen NLRP3 

Inflammasomaktivierung nicht zum Kaliumefflux31. Es bilden sich keine ASC Specks 

und es kommt auch nicht zur Pyroptose, jedoch werden große Mengen IL-1β und IL-

18 produziert31. 

Die physiologische Bedeutung, insbesondere der alternativen Inflammasom-

aktivierungen ist nicht geklärt. Zudem ist unklar, ob neben LPS weitere Stimuli zu 

einer alternativen Inflammasomaktivierung führen und welche Signalwege dafür 

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

Abbildung aus der Publikation31 von Gaidt et al., Human Monocytes Engage an Alternative 

Inflammasome Pathway, Immunity, 2016: Für die Verwendung in dieser Promotion wurde die 

Erlaubnis von Elsevier eingeholt (Lizenznummer: 5038311076678).  

Klassische (=kanonische) Inflammasomaktivierung benötigt ein Priming- und ein Aktivierungssignal. 

Es kommt zum Kaliumausstrom aus der Zelle und zum inflammatorischen Zelltod (Pyroptose). 

Demgegenüber ist die alternative Inflammasomaktivierung ein gradueller Prozess, für den ein 

einzelnes Aktivierungssignal ausreicht.  

 

 

Die Wirkungen von IL-1β sind vielfältig32. Sie reichen von der Stimulation von 

Akutphase-Proteinen in der Leber über die Mobilisierung von Immunzellen aus dem 

Knochenmark bis zur Induktion von Fieber im Hypothalamus, um nur einige 

prominente Beispiele zu nennen32. IL-1β ist zentral an vielen chronisch oder akut 

entzündlichen Krankheitsprozessen beteiligt, wie z.B. der bakteriellen Sepsis, der 

rheumatoiden Arthritis oder der Gicht33.  

Im Kontext von Infektionen mit pathogenen Bakterien wird das NLRP3-Inflammasom 

häufig durch porenformende Toxine aktiviert34. Im Falle einer Infektion mit 
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Streptococcus pneumoniae, dem häufigsten Erreger der ambulant erworbenen 

Pneumonie und einem wichtigen Auslöser der bakteriellen Meningitis, führt das 

porenbildende Exotoxin Pneumolysin zur NLRP3 Aktivierung35. In einem Mausmodell 

der Lungenentzündung konnte hierbei gezeigt werden, dass NLRP3 protektiv wirkt35. 

Abgesehen von seiner Rolle bei Infektionen, spielt NLRP3 auch bei sterilen, 

inflammatorischen Erkrankungen eine wichtige Rolle33. Aktivierende Mutationen im 

NLRP3 Gen führen zum sogenannten Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndrom, 

einer Gruppe von drei monogenetischen, autoinflammatorischen Erkrankungen23, 36.  

Außerdem spielt NLRP3 eine Rolle in der Pathogenese von vielen multifaktoriellen 

Erkrankungen, wie beispielsweise Typ 2 Diabetes, Gicht, Atherosklerose oder 

Multiple Sklerose37. 

 

 

5.6 NLRP3-Inflammasomaktivierung durch Erkennung von bakterieller 

Vitalität 

 

Die Forschung zur Wirkweise und Signalkaskaden der Inflammasomaktivierung 

basiert zu einem großen Teil auf Mausmodellen oder murinen Zellsystemen23. Auch 

die Arbeit in der Sander et al. zeigen konnten, dass Zellen der angeborenen 

Immunität bakterielle Lebendigkeit anhand prokaryotischer RNA erkennen können 

und daraufhin das NLRP3 Inflammasom aktivieren, stützt sich auf Experimente mit 

Mäusen und Mauszellen9.  

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 Vitalität erkennen und auf die Detektion von lebenden E. coli mit einer 

starken Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und der Produktion von IL-1β 

reagieren38. Das in dieser und vorherigen Arbeiten eingesetzte Modellbakterium E. 

coli K12 DH5α besitzt keine bekannten Virulenzfaktoren, wie z.B. Exotoxine, die zu 

einer kanonischen NLRP3-Inflammasomaktivierung führen9. 

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 ungeklärt, ob dies ein generelles Phänomen ist und speziesübergreifend 

für alle Bakterien zutrifft. 

 

Dafür untersuchten wird folgende Hypothesen: 

1. Lebende, im Gegensatz zu toten Bakterien aktivieren das NLRP3-

Inflammasom in humanen Monozyten.  

2. Bakterielle RNA ist für die NLRP3-Inflammasomaktivierung in humanen 

Monozyten durch lebende E. coli verantwortlich. 

3. Vesikel der äußeren Membran (Outer membrane vesicles=OMV) schnüren 

sich von der äußeren 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. Führen lebende E. coli, bakterielle RNA und OMV zu einer kanonischen, nicht-

kanonischen oder alternativen NLRP3-Inflammasomaktivierung in humanen 

Monozyten? 

2. Welche Rezeptoren und Adaptermoleküle 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: 
 

Primäre, 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 Überständen.  
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Abbildung 3: Stimulationsexperimente mit primären, humanen Monozyten 

 

Da genetische Modifizierung primärer, humaner Monozyten schwierig ist, 

verwendeten wir als Modell die BlaER1 Zelllinie39, 40. Hierbei handelt es sich um eine 

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

und Estradiol in einen monozytären Phänotyp transdifferenziert werden kann. Tim 

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

relevante Gene des angeborenen Immunsystems. Nach der Transdifferenzierung 

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

Monozyten und werteten die Experimente mittels ELISA aus.  

 

 

 

Abbildung 4: Stimulationsexperimente mit BlaER1-Monozyten 
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6.2 Isolation von primären, humanen Monozyten:  
 

Primäre, humane CD14+CD16- Monozyten isolierten wir aus Buffy-Coats oder aus 

Leukozytapharesefiltern, die als Nebenprodukt der Blutspende gewonnen und als 

Forschungspräparate 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 für 25 Minuten über der Trennlösung Pancoll 

zentrifugiert. Durch ihre spezifische Dichte von 1.077 g/ml trennt sie Erythrozyten, 

Granulozyten und tote Zellen, die durch die Lösung wandern und mononukleare 

Zellen des peripheren Blutes, die als Film auf der Trennlösung verbleiben. Dieser 

Film von PBMC wurde anschließend 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 Antikörper-Komplex markiert, der ebenfalls an 

danach hinzuzufügende magnetische Partikel bindet. Mithilfe eines Magneten 

werden so die nicht gewünschten Zellen gebunden und die Monozyten können in ein 

neues Röhrchen eluiert werden. 

Die so isolierten, primären, humanen Monozyten wurden in kompletten RPMI 

Medium aufgenommen und auf 96-Well-Platten aufgeteilt, 106 Zellen/ml, 100 µl/Well. 

Davor wurden die Zellen mithilfe einer Zählkammer mikroskopisch oder mit dem 

Durchflusszytometer BD Accuri C6 gezählt. Vor der Stimulation wurden die 

Monozyten in der Regel eine Stunde im Inkubator belassen.  

 

 

6.3 BlaER1 Zelllinie: 
 

Als Modell für humane Monozyten verwendeten wir die BlaER1 Zelllinie39, 40. Diese 

wurde uns freundlicherweise von Tim Vierbuchen und Prof. Dr. Holger Heine 

(Forschungszentrum Borstel) zur Verfügung gestellt. Die BlaER1 Zelllinie ist ein 

neues Modell für humane Monozyten und wurde von Rapino et al. eingeführt40. Sie 

wurde aus der RCH-ACV Zelllinie durch Einbringen des Transkriptionsfaktor C/EBPα 
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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 für Klon 1 der B-Zell 

Leukämie C/EBPαER Zelllinie. Interessanterweise kann die Expression von C/EBPα 

einige, und speziell diese B-Zelllinie zur Transdifferenzierung zu Monozyten-

ähnlichen Zellen anregen. Transdifferenzierte BlaER1-Zellen, hiernach „BlaER1-

Monozyten“, beginnen zu phagozytieren, hören auf sich weiter zu teilen und werden 

adhärent in der Zellkulturplatte. Außerdem ähnelt ihr Transkriptom dem primärer 

Monozyten, klassische B-Zell-Marker wie CD19 werden herunterreguliert und 

monozytäre Marker werden hochreguliert39, 40.  

Für unsere Zwecke von besonderer Bedeutung ist auch, dass die klassische durch 

LPS + Nigericin ausgelöste, wie auch die alternative durch LPS allein ausgelöste 

Inflammasomaktivierung in BlaER1-Monozyten zu beobachten ist31. Damit kommen 

sie den primären, humanen Monozyten deutlich näher, als andere Modelle für 

primäre, humane Monozyten, wie beispielsweise THP-1 Zellen31.  

 

 

6.4 Herstellung der verschiedenen BlaER1 Knock-out Klone: 
 

Tim Vierbuchen erzeugte für verschiedene einzelne Gene stabile Knockout Klone der 

BlaER1 Zelllinie mithilfe von CRISPR/Cas9 und teilte sie freundlicherweise mit uns. 

Sein genaues Verfahren ist hier beschrieben41. 

Er designte für 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 über 

eine Woche in 6-Well-Platten, 3 ml Medium/Well, 1*106 Zellen/Well. Das Medium für 

die Transdifferenzierung enthielt außerdem 10 ng/ml IL-3, 10 ng/ml M-CSF und 100 

nM β-Estradiol. Die Hälfte des Mediums wurde an Tag zwei und Tag fünf gewechselt. 

Mit zunehmender Transdifferenzierung der Zellen begannen diese an der 

Zellkulturplatte zu haften und teilten sich nicht weiter. Am Tag des Experimentes 

wurden die adhärenten Zellen mit PBS abgelöst, gezählt und zur Stimulation in 96-

Well-Platten aufgeteilt, 106 Zellen/ml, 100 µl/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 für 18 

Stunden im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2.  

 

Abkürzung Stimulus Funktion 

LPS Lipopolysaccharid Alternative Inflammasomaktivierung über 

TLR4 und TRIF31 

LPS + Nig. Lipopolysaccharid + 

Nigericin 

Klassische Inflammasomaktivierung23 

P3 Pam3CSK4 TLR1/TLR2 Agonist42  

P3 + Nig. Pam3CSK4 + Nigericin Klassische Inflammasomaktivierung ohne 

TLR4  

CL075 CL075 TLR7/8 Agonist, Inflammasomaktivierung 

über TLR841 

Transf. LPS Transfiziertes 

Lipopolysaccharid 

Nicht-kanonische 

Inflammasomaktivierung über Caspase-

443 

Transf. DNA Transfizierte 

Desoxyribonukleinsäure 

Aktiviert cGAS-STING abhängiges DNA-

Inflammasom44  

Transf. Poly 

I:C 

Transfiziertes 

Polyinosinic:polycytidylic 

acid 

Zytosolisches Poly I:C aktiviert das 

Inflammasom über MAVS45.  
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Stimulus Konzentration 

 Primäre, humane 

Monozyten 

BlaER1-Monozyten 

   

E. coli RNA 10 µg/ml  10 µg/ml 

ClearColi RNA  2,39 µg/ml 

OMV 1 µg/ml 5 µg/ml 

Pam3CSK4 2 µg/ml 10 µg/ml 

CL075  1 µg/ml 

LPS 100 ng/ml 100 ng/ml 

Nigericin 6,5 µM 6,5 µM 

Transfiziertes LPS  1 µg/ml 

Transfizierte DNA  10 µg/ml 

Transfiziertes Poly I:C  2 µg/ml 

 

 

Kombinierte Stimuli: Protokoll: 

LPS + Nigericin LPS alleine für 4 Stunden, dann Hinzugabe von Nigericin 

Pam3 + Nigericin Pam3 alleine für 4 Stunden, dann Hinzugabe von Nigericin 

Pam3 + CC Pam3 alleine für 4 Stunden, dann Infektion mit ClearColi 

  

 

6.7 Bakterien: 
 

Mit E. coli ist in der Regel das Bakterium Escherichia coli K12, DH5α gemeint. Nur in  

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

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, DH5α Invitrogen 

Salmonella typhimurium   IDT Biologika „Salmoporc“ 

ClearColi® BL21(DE3) Lucigen – 60810-1 

Enterococcus faecalis ATCC - 29213 

Listeria innoccua CLIP 11262 (Serovar 

6a)46 

von Dr. Mobarak Mraheil aus Gießen 

Listeria monocytogenes EGD-e (Serovar 

1/2a)46 

von Dr. Mobarak Mraheil aus Gießen 

Escherichia coli DH10β  Normale OMV Produktion – von Dr. 

Mobarak Mraheil aus Gießen 

Escherichia coli DH10β + unpublizierte 

genetische Veränderung 

Hohe OMV Produktion – von Dr. 

Mobarak Mraheil aus Gießen 

Escherichia coli H16 niedrige OMV Produktion - von Dr. 

Mobarak Mraheil aus Gießen 

 

6.7.1 Hitzeinaktivierung: 

Die Bakterien wurden über Nacht in ihrem entsprechenden Medium kultiviert. Es 

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

Wasserbad inaktiviert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde 30% steriles 

Glycerol hinzugefügt und die Hitze-getöteten Bakterien bei -80°C gelagert bis zur 

Durchführung des Experimentes. 

 

6.7.2 Infektion: 

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

Wachstumsphase erreichten. Sofern auch Hitze-getötete Bakterien verwendet 

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

Hitze-getötete 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 105 

Zellen wurden 105 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 zurück in den Inkubator (37°C und 5 % 

CO2) gestellt. 

Nach einer Stunde erfolgte die Zugabe von Antibiotika (Penicillin 100 U/ml, 

Streptomycin 100 µg/ml). Im Experiment mit den E. coli Stämmen mit unterschiedlich 

hoher Produktion von OMV wurde die Infektion bereits nach 30 Minuten durch 

Zugabe von Gentamycin (50 µg/ml) gestoppt. Die Abnahme der Überstände 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 Eröffnung der Bakterien erfolgte ein enzymatischer Abbau der 

Bakterienwand mittels Lysozym und mechanischer Stress durch Schütteln in 

Anwesenheit von kleinen Beads. RNasen wurden deaktiviert durch einen Puffer, der 

β-Mercaptoethanol enthielt. Die RNA wurde mittels kleiner Säulen aus der Lösung 

isoliert und anschließend in Nuklease-freiem Wasser eluiert. Die Bestimmung der 

Konzentration erfolgte mittels NanoDrop 2000.  

 

 

6.9 Transfektionen: 
 

Für 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, außer in den speziell gekennzeichneten Versuchen mit den     

CASPASE-4-/- BlaER1-Zellen.  

Für die gesamte E. coli RNA verwendeten wir Viromer Red. Pro 105 Monozyten 

ließen wir 0,2 µl Viromer Red und 10 µl von bakterieller RNA in Nuklease-freiem 

Wasser mit einer Konzentration von 100 ng/µl für 15 Minuten bei Raumtemperatur 
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komplexieren. Daraufhin wurden die Zellen mit einer finalen RNA-Konzentration von 

10 µg/ml stimuliert.  

Für die Transfektion von ClearColi RNA in die BlaER1-Monozyten verwendeten wir 

Poly-L-Arginine (pLa). Das Protokoll stammt dabei aus dieser Veröffentlichung47. 280 

ng pLa ließen wir mit 239 ng RNA für 15 Minuten bei Raumtemperatur in Nuklease-

freiem Wasser komplexieren. Daraufhin wurden die Zellen mit einer finalen RNA-

Konzentration von 2,39 µg/ml stimuliert.  

LPS wurde wie folgt transfiziert. 5 µl Fugene wurden mit 5 µl einer 100 µg/ml LPS in 

Wasser Lösung in 40 µl Opti-Mem Medium aufgenommen und 15 Minuten bei 

Raumtemperatur belassen. Daraufhin wurden 10 µl/Well von diesem Ansatz zu den 

Zellen gegeben.  

Für die DNA Transfektion wurden die Zellen 4 Stunden mit Pam3CSK4 vorstimuliert. 

Pro Well, also 105 Zellen, wurde 1 µg Herring-DNA zusammen mit 0,4 µl 

Lipofectamine 2000 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Stimulation der 

Zellen erfolgte mit einer Konzentration von 10 µg/ml. 

Poly I:C wurde wie folgt transfiziert. Pro Well, wurden 200 ng Poly I:C mit 0,4 µl 

Lipofectamine 2000 für 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 für 

Medizinische Mikrobiologie, Justus-Liebig-Universität Gießen) zugeschickt. Das 

genaue Protokoll der Isolation ist hier beschrieben48. 

Die Bakterien wurden kultiviert bis sie ihre mittlere logarithmische Wachstumsphase 

erreichten. Die Kultur wurde zentrifugiert, um Bakterien von Überständen zu trennen. 

Die Überstände wurden abgenommen und mit einer Porengröße von 0,22 µm filtriert, 

um verbleibende Bakterien in den Überständen zu entfernen. Die Überstände 

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 für die Menge der 

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

Die Zytokine IL-1β und IL-6 wurden aus den Überständen der durchgeführten 

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 

Überstand, 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 zurückgeschlossen 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 für die Unterscheidung zwischen kanonischer und alternativer 

Inflammasomaktivierung gilt die Ausbildung von Pyroptosomen49. Das Pyroptosom 

ist ein großer, intrazellulärer Komplex aus ASC Molekülen50.   

Primäre, humane Monozyten wurden in 8-Well-Ibidi-Objektträger ausgesät, 2*105 

Zellen/Well, 200 µl/Well komplettes RPMI Medium. Die Stimulation der Monozyten 

erfolgte in den 8-Well-Ibidi-Objektträgern. Nach 18 Stunden wurde das Medium 

abgenommen. Die Zellen wurden fixiert und permeabilisiert. Der Zellkern wurde mit 

Dapi gefärbt, die Pyroptosome mit dem primären Antikörper Anti-ASC (TMS-1), 

Biolegend, 653902. Für die mikroskopische Darstellung wurde ein LSM 780 von 

ZEISS verwendet mit dem Plan-Apochromat 63x/1.40 Öl-Objektiv. Die Zellen in 16 

mikroskopischen Feldern wurden gezählt, im Schnitt ca. 100 Zellen/Bedingung. Bei 

jeder Zelle wurde entschieden, ob sie ein Pyroptosom ausgebildet hat oder ob ASC 

diffus über die ganze Zelle verteilt vorlag. Die Färbung 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 – 

Universitätsmedizin Berlin) durchgeführt. Die Durchführung der Experimente bis zum 

Fixieren der Zellen und das Durchzählen 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 durchgeführten statistischen Tests 

sind in den Abbildungen angegeben. Aufgrund von Unsicherheit über die 

zugrundeliegende Verteilung der Daten wurden in der Regel nicht-parametrische 

statistische Tests ausgewählt. Sofern es sich um gepaarte Daten handelte, wurden 

statistische Tests ausgewählt, die diese Tatsache berücksichtigen. 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 für 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 Stichprobengrößen, die in der Regel n=4-6 

betrugen, ist die statistische Auswertung mit Vorsicht zu genießen. 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 % Hitze-inaktiviertes FCS 
1 % Penicillin/Streptomycin 
10 ng/ml IL-3 
10 ng/ml M-CSF  
100 nM β-Estradiol 
 

Komplettes RPMI Medium RPMI 1640 
10 % Hitze-inaktiviertes FCS 
1 % Nicht-essentielle Aminosäuren 
1 % Hepes 
1 % Glutamin 
+/- 1 % Penicillin/Streptomycin 

Luria Bertani (LB) Medium 10 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
5 g Natriumchlorid 
1 l destilliertes Wasser  

 
 

7.2 Kommerziell erworbene KITs:  
 

Name Firma Katalognummer 

 

EasySep™ Human Monocyte Isolation 
Kit 

StemCell 
Technologies 

19359 

E.Z.N.A.® Bacterial RNA Kit Omega Biotek R6950-01 

Humanes IL-1 beta ELISA Ready-
SET-Go!  

eBioscience 88-7261-77 

Humanes IL-6 ELISA Ready-SET-Go! eBioscience 
88-7066-77 

ToxiLight non-Destructive Cytotoxicity 
Bio Assay Kit 
+ Corning® 96 well NBS™ Microplate 
 

Lonza 
 
Sigma 

LT07-117 
 
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 
 

CL075 Invivogen tlrl-c75 

Deoxyribonucleic acid SIGMA D6898-250MG 
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sodium salt from herring 
testes 

  

Estradiol Sigma E8875-250MG 

FuGENE® HD 
Transfection Reagent 
 

Promega 
 

E2311 

Gentamycin ThermoFischer 15750060 

Gibco® GlutaMAX™ ThermoFischer 35050-038 

HEPES Buffer 1M Sigma H0887 

lipofectamine 2000 thermofischer 
 

11668027 
 

LPS - ultrapure Invivogen tlrl-smlps 

MPLA Invivogen tlrl-mpls 

Nicht-essentielle 
Aminosäuren 

Sigma M7145-100ML 

Nigericin Sigma N7143-5MG 

Opti-MEM® I Reduced 
Serum Medium 

Life technologies 
 

31985-062  
 

Pam3CSK4 Invivogen tlrl-pms 

Pancoll Panbiotech P04-60500 

Penicillin-Streptomycin Sigma P4333-100ML 

Poly-L-Arginine HCL MOL 
WT 15000-70000 (pLA) 

Sigma P7762 

Poly(I:C) Invivogen Tlrl-pic 

Potassium chloride Sigma P9333-500G 

Rekombinantes, humanes 
IL-3 

Biolegend 200-03 

Rekombinantes, humanes 
M-CSF 

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 Mäusen lebende Bakterien von toten 

unterscheiden9. Unsere Arbeitsgruppe hat zudem bereits gezeigt, dass menschliche 

Immunzellen zwischen lebenden und toten Bakterien unterscheiden können, und 

dass sich das Muster der gebildeten Zytokine von Monozyten nach Stimulation mit 

lebenden oder toten Bakterien unterscheidet, unter anderem in der Produktion von 
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IL-12, TNF und IL-1β13. Wie Elisa Helbig in ihrer Dissertation zeigen konnte, findet 

sich dieses Phänomen nicht nur in Monozyten, sondern auch in aus Monozyten 

differenzierten Dendritische Zellen (moDC) und Alveolarmakrophagen38.  

Um die bereits publizierten Befunde zu E. coli und Bacillus subtilis auf weitere 

Bakterienspezies zu erweitern, stimulierten wir primäre, humane Monozyten mit den 

folgenden lebenden oder toten Bakterien: Salmonella typhimurium, Listeria 

monocytogenes und Enterococcus faecalis. Auch wenn statistisch nicht in allen 

Fällen signifikant, bestätigte sich, dass eine robuste Induktion von IL-1β 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 ausgeprägt, zumal auch mit toten Bakterien sehr hohe Werte für IL-6, d.h. 

>10ng/ml, gemessen wurden (Abbildung 5). 

 

 

 

Abbildung 5: Robuste Produktion von IL-1β durch humane Monozyten nach Stimulation mit 

lebenden Bakterien  

Primäre, humane Monozyten wurden mit lebenden (orange) oder getöteten (blau) Salmonella 

typhimurium (n=6), Listeria monocytogenes (n=4) oder Enterococcus faecalis (n=4) infiziert (MOI=1). 

Zytokine wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren 

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 für IL-1β in humanen Monozyten bekannt ist31, verwendeten wir 

zum Vergleich genetisch modifizierte E. coli Bakterien, die kein funktionelles LPS 

bilden (sogenannte ClearColi)51.  Sie bilden ein LPS mit nur vier anstatt der 

normalerweise sechs Acylketten, sogenanntes Lipid IVa
51, welches nicht mehr zur 

Aktivierung von TLR4 führt51.  

Trotz der defekten LPS-Produktion und damit fehlender TLR4-Stimulation, konnten 

lebende ClearColi weiterhin IL-1β induzieren (Abbildung 6). Somit scheint 

funktionelles LPS nicht essentiell für die Induktion von IL-1β durch lebende, 

avirulente Bakterien zu sein. Im Gegensatz zu den anderen Hitze-inaktivierten 

Bakterien, induzierten Hitze-inaktivierte ClearColi kaum messbares IL-1β (Abbildung 

6). Um ein stärkeres „priming“ zu erreichen, wurden Monozyten mit dem TLR1/TLR2 

Agonist Pam3CSK4 vorstimuliert. Dadurch konnte die Induktion von IL-1β deutlich 

gesteigert werden (Abbildung 6). Zelltodbestimmung durch Messung der Adenylat-

Kinase-Freisetzung zeigte keine Erhöhung des Zelltods durch Stimulation mit 

ClearColi (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: IL-1β Induktion durch lebende Bakterien ist unabhängig von LPS und TLR4-

Stimulation.  

Primäre, 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-1β und IL-6 wurden aus den Überständen mittels 

ELISA gemessen, intrazelluläres IL-1β wurden aus den Zelllysaten nach Abnahme der Überstände 

mittels ELISA gemessen. Der Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-Freisetzungsassay bestimmt. Die 

Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem Friedman-

Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=6 für IL-1β und IL-6, n=4 für 

intrazelluläres IL-1β und Zelltod. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05). 

 

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass Mausmakrophagen bakterielle Vitalität anhand von 

prokaryotischer RNA detektieren können und daraufhin das NLRP3-Inflammasom 

aktivieren9. Daher untersuchten wir den Effekt von bakterieller RNA auf die 

Produktion von IL-1β in humanen Monozyten. Dazu transfizierten wir aufgereinigte 

bakterielle RNA aus E. coli in humane Monozyten. Dies führte zu einer deutlichen 

Produktion von IL-1β und IL-6 (Abbildung 7) , wie auch schon in anderen Studien 

gezeigt52. Im nächsten Experiment behandelten wir die RNA mit verschiedenen 

RNAsen vor der Transfektion und erwarteten eine klare Reduktion von IL-1β. Hier 

zeigten sich keine eindeutigen Resultate (Daten nicht gezeigt). Dies könnte entweder 

an einer Kontamination der betreffenden Chargen gelegen haben, oder daran, dass 

c
tr

l 

C
C

 1

H
K

C
C

 1

C
C

 1
0

H
K

C
C

 1
0

P
3

P
3
 +

 C
C

0

2 0

4 0

6 0

8 0

in
tr

a
c

. 
IL

-1


 [
n

g
/m

l] n s n s n s

c
tr

l 

C
C

 1

H
K

C
C

 1

C
C

 1
0

H
K

C
C

 1
0

P
3

P
3
 +

 C
C

0

2

4

1 4

1 8

IL
-1


 [

n
g

/m
l]

n s n s n s

c
tr

l 

C
C

 1

H
K

C
C

 1

C
C

 1
0

H
K

C
C

 1
0

P
3

P
3
 +

 C
C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

IL
-6

 [
n

g
/m

l]

* n s n s

ct
rl 

C
C
 1

H
K
C
C
 1

C
C
 1

0

H
K
C
C
 1

0
P
3

P
3 

+ 
C
C

0

10

20

30

40

Z
e

llt
o

d
 [

%
]

ns ns ns



32 

 

auch Degradationsprodukte von RNA für die Aktivierung von humanen Monozyten 

noch ausreichend sind16.  

 

 

 

Abbildung 7: Bakterielle RNA induziert IL-1β in humanen Monozyten.  

Aufgereinigte bakterielle RNA aus E. coli (grün) wurde in humane Monozyten transfiziert. In der 

Kontrollbedingung wurden die Zellen nur mit dem Transfektionsreagenz (TR) behandelt. Zytokine 

wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± 

Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test 

für 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 Tissières zeigten 1959, dass die 

transkriptionelle Aktivität und damit die Menge an RNA in Bakterien in Abhängigkeit 

von der Wachstumsphase variiert, und dass der RNA-Gehalt abnimmt, wenn 

Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase in verschiedenen nährstoffarmen 

Puffern inkubiert werden53. 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 für mehrere Stunden 

in Tris-NaCl oder PBS Puffern inkubiert wurden. Wir bestimmten den RNA-Gehalt 

der Bakterien. Anschließend korrelierten wir den RNA-Gehalt der Bakterien mit der 

resultierenden IL-1β und IL-6 Produktion. Die IL-1β, IL-6-Menge und der RNA-Gehalt 

wurde zudem auf die MOI normalisiert. Im Gegensatz zu IL-6 zeigte sich für IL-1β 

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-1β Produktion durch lebende Bakterien 

hervorgerufen wird (Abbildung 5) und unabhängig von funktionellem LPS ist (Abbildung 

6). Bakterielle RNA hingegen ist ein starker Stimulus für IL-1β Produktion (Abbildung 

7) und der RNA-Gehalt in lebenden Bakterien korreliert mit der resultierenden IL-1β 

Produktion (Abbildung 8). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Detektion von 

prokaryoter RNA ein wichtiger Stimulus für die Induktion von IL-1β durch lebende 

Bakterien ist.  

 

 

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

 

Aus Vorarbeiten war bekannt, dass IL-1β Stimulation durch lebende Bakterien 

NLRP3-abhängig ist9, 38. Da NLRP3 ein zytosolischer Sensor ist, stellte sich daher 

die Frage, wie bakterielle RNA aus extrazellulären Bakterien wie E. coli in das 

Zytosol gelangt, bzw. ob eine zytosolische Translokation für die Aktivierung von 

NLRP3 notwendig ist. 

Sander et al. hatten gezeigt, dass die Phagozytose von E. coli zu einer gewissen 

Durchlässigkeit der Phagolysosome führt und deshalb vorgeschlagen, dass die 

bakterielle RNA von dort ins Zytosol gelangen könnte, um das NLRP3 Inflammasom 
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zu aktivieren9. 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 überprüfen stimulierten wir humane Monozyten mit aufgereinigten OMV 

von E. coli. Dies führte zu einer starken Produktion von IL-1β und IL-6 (Abbildung 9).  

 

 

 

Abbildung 9: OMV induzieren IL-1β und IL-6 in Monozyten.  

Primäre, humane Monozyten wurden mit OMV von E. coli stimuliert (lila). Zytokine wurden aus den 

Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren 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 für Mehrfaches Testen. n=20. (****; p<0.0001) 

 

Um zu überprüfen ob die in OMV enthaltene RNA für die Induktion von IL-1β eine 

Rolle spielt, wurde bakterielle RNA aus E. coli OMV isoliert. Die Isolation wurde 

durch Kooperationspartner der Justus-Liebig-Universität Gießen (Priv.-Doz. Dr. 

Mobarak Abu Mraheil) durchgeführt und die RNA wurde uns für Experimente zur 

Verfügung gestellt. Wir transfizierten die OMV-RNA in Monozyten und beobachteten 

auch bei vergleichsweise niedrigen RNA-Konzentrationen eine deutliche Induktion 

von IL-1β (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Isolierte RNA aus OMV induziert  IL-1β und IL-6 in primären, 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 

Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. 

Statistisch getestet wurde mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test für Mehrfaches 

Testen. n=7 links, n=3 rechts. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **). 

 

Als nächstes stimulierten wir Monozyten mit OMV oder LPS in Anwesenheit des 

Antibiotikums Polymyxin-B. Dieses wird regelmäßig in Zellkulturversuchen zur LPS 

Neutralisation verwendet, da es mit hoher Affinität an LPS bindet. Gleichzeitig wirkt 

es durch die Permeabilisition der äußere Membran gram-negativer Bakterien 

bakterizid54. Wir beobachteten eine deutlich reduzierte Induktion von IL-1β in 

Anwesenheit von Polymyxin-B nach Stimulation mit OMV oder LPS. Zelltod und IL-6 

Produktion waren durch Polymyxin-B nicht wesentlich verändert (Abbildung 11).  
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Abbildung 11: Reduzierte Induktion von IL-1β in Anwesenheit von Polymyxin-B (LPS Inhibitor)  

Humane Monozyten wurden mit OMV oder LPS stimuliert (± 10 µg/ml Polymyxin B). IL-1β und IL-6 

wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. Der Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-

Freisetzungsassay bestimmt. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch 

getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s Post-Hoc Test für Mehrfaches 

Testen. n=4 für IL-1β und Zelltod, n=2 für IL-6. (ns; nicht signifikant, ***; p<0.001). 

 

Wir verglichen daraufhin die Induktion von IL-1β durch OMV von herkömmlichen 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-1β, allerdings 

waren die IL-1β Level durch alle Vesikel deutlich reduziert verglichen mit OMV aus 

wildtyp K12 E. coli (Abbildung 12). Die reduzierten IL-1β Level sind nicht auf einen 

Priming-Defekt, d.h. auf reduziertes pro-IL-1β zurückzuführen, da die Level an 

intrazellulärem IL-1β in allen Bedingungen ungefähr gleich waren (Abbildung 12). 

Entgegen unserer Hypothese, schein somit LPS das dominante PAMP für die 

Induktion von IL-1β 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-1β Produktion führten. 
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Abbildung 12: Induktion von IL-1β durch Membranvesikel von verschiedenen Bakterien  

Primäre, humane Monozyten wurden mit Membranvesikeln von E.coli, L. monocytogenes, L. innocua 

und LPS-defizienten E. coli (ClearColi) stimuliert. IL-1β und IL-6 wurden aus den Überständen mittels 

ELISA gemessen, intrazelluläres IL-1β wurde aus den Zelllysaten nach Abnahme der Überstände 

mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Für IL-1β und 

IL-6 wurde statistisch getestet mit dem Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test für 

Mehrfaches Testen.  Im Falle des intrazellulären IL-1β mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s 

Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. Getestet wurde die Fragestellung, ob sich die einzelnen 

Gruppen von der Bedinungung „ctrl“ unterscheiden. n=9-20 für IL-1β und IL-6, n=4 für intrazelluläres 

IL-1β.  (ns; nicht signifikant, **; p<0.01, ****; p<0.0001). 

 

Im Anschluss verglichen wir die IL-1β Produktion nach Stimulation mit drei 

verschiedenen Stämmen von E. coli, die sich in der Menge der produzierten OMV 

unterscheiden. Dabei zeigte sich, dass der hypovesikulierende Stamm deutlich 

weniger IL-1β 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-1β als sein 

Kontrollstamm.  

Primäre, humane Monozyten wurden mit drei verschiedenen E. coli Stämmen infiziert. Diese 

unterschieden sich in der Menge der produzierten OMV. Zytokine wurden aus den Überständen 

mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch 

getestet wurde mit dem Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test für 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-1β setzt in der Regel die katalytische 

Prozessierung durch Caspase-1 und somit die Aktivierung des Inflammasoms 

voraus23. Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bekannt, dass lebende Bakterien 

das NLRP3-Inflammasom aktivieren9, 38. 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-1β 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 möglichweise um 

eine alternative Inflammasomaktivierung handelt31. Allerdings war die alternative 

Inflammasomaktivierung bislang nur für LPS und TLR4 beschrieben31. Wir hatten 

aber zuvor herausgefunden, dass LPS eine eher untergeordnete Rolle für die IL-1β 

Produktion nach Detektion von lebenden Bakterien spielt (Abbildung 6). 
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Kennzeichen einer kanonischen Inflammasomaktivierung sind Pyroptose, Kalium-

Efflux getriggerte IL-1β Sekretion und die Ausbildung von Pyroptosomen (ASC-

Specks)23. Bei der kanonischen Inflammasomaktivierung lässt sich in der Regel ein 

makromolekulares Pyroptosom pro Zelle nachweisen50.  

Für die alternative Inflammasomaktivierung reicht ein einzelnes Signal, sie führt nicht 

zur Pyroptose und sie ist Kalium-Efflux unabhängig31. 

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 für kanonische NLRP3-

Inflammasomaktivierung) und führten anschließend eine Immunfluoreszenzfärbung 

für ASC zum Nachweis von Pyroptosomen durch. Bei einer kanonischen 

Inflammasomaktiverung aggregiert das zelluläre ASC in einer punktförmigen 

Struktur, regulär in Nähe des Zellkerns bzw. des trans-Golgi-Netzwerks25. Bei 

fehlender Stimulation bzw. alternativer Inflammasomaktivierung bildet sich kein 

solcher ASC-Speck und ASC ist weiterhin diffus im Zytosol verteilt31.  

Wir konnten eine deutliche Pyroptosom-Bildung nur in der Positivkontrolle für 

klassische Inflammasomaktivierung (LPS+Nigericin) nachweisen (Abbildung 14). Hier 

zeigte sich auch eine deutliche Dekondensation (Schwellung) der Zellkerne als 

Zeichen des Zelltods. Für die Quantifizierung der Pyroptosombildung zählten wir 

Zellen und Pyroptosome in 16 mikroskopischen Blickfeldern aus (Abbildung 15).  
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Abbildung 14: Nachweis von Pyroptosomen (ASC-Specks) in humanen Monozyten  

Primäre, humane Monozyten wurden mit den angegebenen Stimuli aktiviert. Anschließend wurden die 

Zellen fixiert, mit einem Anti-ASC-Antikörper (grün) und mit DAPI (blau) für den Zellkern gefärbt und 

fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Repräsentative Bildausschnitt aus einem von insgesamt vier 

(n=4) unabhängigen Experimenten sind dargestellt. Der Maßstabsbalken entspricht 5 µm. 

Pyroptosome stellen sich als kleine, grüne Punkte in Nähe des Zellkerns dar und sind vor allem in der 

Bedingung LPS+Nig. zu sehen. 

 

ctrl EC HKEC TR 

bakt. RNA OMV LPS LPS + Nig.
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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 gezählt 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 für Mehrfaches Testen, wobei der Unterschied 

zur Kontrollgruppe dargestellt wurde. n=4. (ns; nicht signifikant) 

 

Um den Mechanismus der Inflammasomaktivierung weiter einzugrenzen 

untersuchten wir die Abhängigkeit der IL-1β Produktion vom Kaliumionen-Efflux. Zu 

diesem Zweck variierten wir die extrazelluläre Kaliumkonzentration (5 und 50 mM) 

durch Zugabe von Kaliumchlorid. Eine hohe extrazelluläre Kaliumkonzentration sollte 

den Kaliumionen-Efflux verhindern. Auch in diesem Ansatz zeigte sich nur in der 

Positivkontrolle für kanonische Inflammasomaktivierung (Pam3+Nigericin) eine 

deutliche Reduktion der IL-1β Sekretion bei der höheren extrazellulären 

Kaliumkonzentration (Abbildung 16). Ebenfalls zeigte sich eine, wenn auch statistisch 

nicht signifikante, Erhöhung der IL-6 Induktion in allen Bedingungen mit hoher 

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

Primäre, humane Monozyten wurden mit den angegebenen Stimuli bei physiologischer extrazellulärer 

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

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

Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-

Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. N=6-8 für IL-1β und Zelltod 

und n=4-6 für 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 extrazelluläres LPS zu einer alternativen Inflammasomaktivierung 

führen. Bei der alternativen Inflammasomaktivierung bleibt zudem die zelluläre 

Vitalität erhalten, d.h. es kommt nicht zur Pyroptose31. 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 erhöhte Zelltodlevel (Abbildung 16). Es zeigte sich aber, dass der Zelltod 

in Abhängigkeit von der MOI steigt, die IL-1β Produktion aber nicht (Abbildung 17). 
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Auch LPS-defiziente ClearColi induzierten bei MOIs von 1 und 10 keinen Zelltod 

oberhalb des Kontrolllevels (Abbildung 6). Deshalb halten wir es für am 

wahrscheinlichsten, dass der Zelltod nicht notwendig ist für die Induktion von IL-1β. 

 

 

Abbildung 17: Zelltod und IL-1β Produktion bei unterschiedlicher MOI  

Primäre, humane Monozyten wurden mit E. coli DH10β (hier ausnahmsweise nicht die sonst 

verwendeten EC DH5α) bei MOIs 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 repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit dem 

Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s Post-Hoc Test für 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 monozytäre Zelllinie.  

Zu diesem Zweck verwendeten wir BlaER1-Monozyten, da genetische Modifizierung 

in primären, 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 Signalmolekülen oder 

Rezeptoren defizient waren. Wie im Methodenteil dargelegt, wurden die BlaER1-

Zellen für eine Woche transdifferenziert, um einen monozytären Phänotyp 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. Während 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 überwiegend 

CD14 positiv (Abbildung 18).  
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Kontrolle der monozytären Transdifferenzierung  

Beispielhafte Darstellung eines Einzelversuchs aus den Experimenten der Abbildung 19. Dargestellt 

sind prozentuale Angaben in den einzelnen Quadranten. Das Gating erfolgte anhand der ungefärbten 

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 für die IL-1β Produktion 

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

diesen Inflammasommolekülen gebildet und war daher durch die genetischen 

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

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

Inflammasomaktivierung durch zytosolisches LPS in humanen myeloiden Zellen 

vermittelt43. Im Gegensatz zu lebenden E. coli war die IL-1β Produktion bei 

Stimulation mit OMV überwiegend Caspase-4 abhängig (Abbildung 20). Dies bestätigt 

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

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

kanonischen Inflammasomaktivierung führen55. LPS+Nigericin, als Kontrollbedingung 

für die kanonische Inflammasomaktivierung, war wie erwartet abhängig von NLRP3, 

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

durch transfiziertes LPS, eigentlich als Positivkontrolle für nicht-kanonische 

Inflammasomaktivierung inkludiert, unabhängig von Caspase-4 (Abbildung 21). Dies 
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deckt sich mit Berichten anderer Wissenschaftler (persönliche 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 abhängige 

Reduktion in der Produktion von IL-1β zeigte (Abbildung 20). 

 

 

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. Für manche Gene, wie ASC, verwendeten wir zwei 

verschiedene Klone mit einem Knockout für das gleiche Gen (#1 bzw. #2). Zytokine wurden aus den 

Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. 

Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test für 

Mehrfaches Testen. n=8 für wt, NLRP3-/- und CASPASE-4-/-, n=4 für 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. Für manche Gene, wie ASC, verwendeten wir zwei 

verschiedene Klone mit einem Knockout für das gleiche Gen (#1 bzw. #2). Zytokine wurden aus den 

Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. 

Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test für 

Mehrfaches Testen. n=8 für wt, NLRP3-/- und CASPASE-4-/-, n=4 für 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 

Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler.  

 

 

8.5 Adaptermoleküle oberhalb von NLRP3 
 

Das NLRP3-Inflammasom stellt eine molekulare Plattform dar, die Signale von 

vorgeschalteten zellulären Rezeptoren und Signalwegen integriert23. Um daher die 

vorgeschalteten (‚upstream‘) Signalwege einzugrenzen, testeten wir die Rolle von 

Adaptermolekülen der angeborenen Immunität. 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 unabhängig von STING.  

 

In humanen myeloiden Zellen vermittelt STING die Inflammasomaktivierung durch 

zytosolische DNA44. In unseren Experimenten war STING nicht an der 
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mit OMV beteiligt (Abbildung 22). Im Gegenteil beobachteten wir eine leichte aber 

statistisch signifikant gesteigerte IL-1β Produktion in STING-defizienten BLaER1 

Zellen (Abbildung 22). Die Kontrollbedingungen für alternative und klassische 

Inflammasomaktivierung waren ebenfalls unabhängig von STING (Abbildung 23). 

Allerdings zeigte die Positivkontrolle für STING-abhängige Inflammasomaktivierung, 

transfizierte DNA, keine signifikante IL-1β Induktion in diesem System (Abbildung 23).  

 

 

 

Abbildung 22: STING-unabhängige IL-1β 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 Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren 

Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von 

Dunnet’s Post-Hoc Test für 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, CL075 (=TLR8 Agonist) 

oder transfizierter DNA stimuliert. Zytokine wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. 

Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=4.  

 

 

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

 

In murinen Zellen wurde gezeigt, dass das Adaptermolekül MAVS notwendig ist für 

die Inflammasomaktivierung durch zytosolische doppelsträngige RNA45. In unseren 

Experimenten war MAVS nicht notwendig für die Produktion von IL-1β nach Infektion 

mit lebenden E. coli oder nach Stimulation mit OMV (Abbildung 24). Die 

Kontrollbedingungen für alternative und klassische Inflammasomaktivierung waren 

ebenfalls unverändert. Jedoch beobachteten wir in BLaER1 Zellen keine signifikante 

IL-1β Produktion durch transfiziertes Poly I:C (Abbildung 24). Außerdem zeigte sich in 

einem Experiment bereits eine IL-1β Produktion ohne Stimulation (Abbildung 24).  
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Abbildung 24: MAVS-unabhängige IL-1β 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 Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren 

Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von 

Dunnet’s Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=3. (ns; nicht signifikant). 

 

 

 

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 Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken 

repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=3. 
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8.5.3 Die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli ist partiell abhängig 
von TRIF.  

 

Die bisher beschriebene alternative Inflammasomaktivierung in humanen myeloiden 

Zellen wird durch LPS ausgelöst und benötigt TLR4 und TRIF als sein 

Adaptermolekül31. 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-1β Produktion nach 

Stimulation mit lebenden E. coli und eine fast komplette Aufhebung der IL-1β 

Produktion nach Stimulation mit OMV (Abbildung 26). Die Kontrollbedingungen 

zeigten keine Auffälligkeiten (Abbildung 27). Die Menge an intrazellulärem IL-1β war in 

den TRIF-/- BlaER1-Monozyten nicht vermindert (Abbildung 26), sodass wir die 

Reduktion der IL-1β Produktion auf eine defiziente Inflammasomaktivierung und nicht 

auf ein gestörtes Priming zurückführen.  

 

 

Abbildung 26: Partielle Rolle für TRIF in der Induktion von IL-1β durch lebende E. coli  

Wildtyp und TRIF-/- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli oder mit OMV stimuliert. Zytokine 

wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± 

Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s 

Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=4-5. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, ***; p<0.001). 
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Abbildung 27: Kontrollbedingungen für das Experiment aus Abbildung 26  

Wildtyp und TRIF-/- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder P3(=Pam3CSK) + 

Nigericin stimuliert. Zytokine wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken 

repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=4-5. 

 

 

8.5.4 Die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli ist partiell abhängig 
von MyD88.  

 

Toll-like Rezeptoren sind zentral in der Erkennung von Bakterien involviert56. Das 

Adaptermolekül MyD88 vermittelt die Signale aller TLRs, mit Ausnahme von TLR356. 

Daher untersuchten wir die Rolle von MyD88 in der IL-1β Produktion. MYD88-/- 

BlaER1-Monozyten produzierten in allen unseren Kontrollbedingungen und nach 

Stimulation mit OMV kein IL-1β (Abbildung 28). Lediglich nach Stimulation mit 

lebenden E. coli produzierten sie etwa die Hälfte der wildtyp BlaER1-Monozyten 

(Abbildung 28). Es zeigte sich, dass MyD88 sowohl notwendig war für die Induktion 

von pro-IL-1β nach Stimulation mit LPS alleine, als auch für die Induktion von IL-1β 

durch den TLR8-Agonisten CL075. Lebende E. coli hingegen konnten auch in den 

MYD88-/- BlaER1-Monozyten noch intrazelluläres pro-IL-1β induzieren (Abbildung 28).  

Da MyD88 als Adaptermolekül von TLR4 und TLR8 fungiert, untersuchten wir die 

Funktion dieser Rezeptoren bei der Aktivierung des Inflammasoms durch lebende 

Bakterien.  
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Abbildung 28: Partielle Abhängigkeit von MyD88 in der Induktion von IL-1β durch lebende E. 

coli  

Wildtyp und MyD88-/- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli oder mit OMV stimuliert. 

Zytokine wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren 

Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von 

Dunnet’s Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=4-5 für IL-1β und IL-6, n=2 für intrazelluläres IL-1β 

(ns; nicht signifikant, ***; p<0.001, ****; p<0.0001). 

 

 

Abbildung 29: Kontrollbedingungen für das Experiment aus Abbildung 28  

Wildtyp und MyD88-/- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, CL075 oder LPS + Nigericin stimuliert. Die 

Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=4-5. 
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8.6 TLR4 ist anteilig an der Induktion von intrazellulärem pro-IL-1β durch 
lebende E. coli beteiligt und essentiell für die OMV-induzierte 
Inflammasomaktivierung.  

 

Die IL-1β 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-1β 

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-1β 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 überschätzt wird.  
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Abbildung 30: Rolle von TLR4 in der Induktion von IL-1β durch lebende E. coli, OMV und Hitze-

getötete E. coli  

Wildtyp und TLR4-/- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden oder toten E. coli infiziert oder mit OMV 

stimuliert. IL-1β und IL-6 wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen, intrazelluläres IL-1β 

wurden aus den Zelllysaten nach Abnahme der Überstände mittels ELISA gemessen. Die 

Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-

Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=2-3 für TLR4-/- Klon #1, 

n=4-5 für 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 für das Experiment aus Abbildung 30  

Wildtyp und TLR4-/- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder Pam3CSK + Nigericin 

stimuliert. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=4-5. 

 

Folgern lässt sich daraus, dass LPS in toten E. coli und in OMV wohl das dominante 

Molekül für die Inflammasomaktivierung in humanen Monozyten ist. Dazu passen 

auch die Befunde aus den primären, humanen Monozyten, die zeigten, dass E. coli 

OMV deutlich mehr IL-1β induzieren als LPS defiziente (ClearColi)-OMV und dass 

tote ClearColi im Gegensatz zu toten wildtyp K12 E. coli überhaupt kein IL-1β 

induzieren (Abbildung 6, Abbildung 12).  

 

 

8.7 Lebende Bakterien aktivieren ein alternatives NLRP3-Inflammasom via 
TLR8. 

 
 

TLR8 ist ein endosomaler Rezeptor, der Degradationsprodukte von RNA erkennt18.  

Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass menschliche Monozyten 

lebende von toten Bakterien durch TLR8-vermittelte Detektion von bakterieller RNA 

unterscheiden13. Die Rolle von TLR8 bei der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms 

war weitgehend unklar. Die Produktion von IL-1β war circa um die Hälfte 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-1β 

(Priming) in TLR8-/- BlaER1-Monozyten zurückgeführt werden, da das intrazelluläre 

IL-1β nicht vermindert war (Abbildung 32). Bei OMV ließ sich keine TLR8 Abhängigkeit 

der IL-1β Produktion feststellen (Abbildung 32). Alternative, LPS vermittelte 

Inflammasomaktivierung und klassische Inflammasomaktivierung mittels LPS + 
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Nigericin war wie erwartet unabhängig von TLR8, während die IL-1β Produktion nach 

Stimulation mit dem TLR8-Liganden CL075 in TLR8-/- Zellen vollständig aufgehoben 

war (Abbildung 33). 

 

 

Abbildung 32: IL-1β Produktion nach Stimulation mit lebenden E. coli ist partiell abhängig von 

TLR8.  

Wildtyp und TLR8-/- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden E. coli infiziert oder mit OMV stimuliert. 

IL-1β und IL-6 wurden aus den Überständen mittels ELISA gemessen, intrazelluläres IL-1β wurde aus 

den Zelllysaten nach Abnahme der Überstände mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken 

repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-

Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=6. (ns; nicht signifikant, 

*; p<0.05, ****; p<0.0001). 
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Abbildung 33: Kontrollbedingungen für das Experiment aus Abbildung 32  

Wildtyp und TLR8-/- BlaER1-Monozyten wurden mit LPS, LPS + Nigericin oder dem TLR7/8 Agonist 

CL075 stimuliert. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=6. 

 

Neben TLR8 ist zelltypabhängig auch TLR7 an der Erkennung von einzelsträngiger 

RNA beteiligt18. Daher untersuchten wir, ob TLR7 auch einen Einfluss auf die IL-1β 

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-1β Level im Vergleich zu einfachen TLR8-/- Zellen (Abbildung 34). In 

diesem Experiment zeigte sich auch, dass, im Gegensatz zur IL-1β Produktion, 

Zelltod nach Infektion mit lebenden E. coli oder nach Stimulation mit dem TLR8 

Agonisten CL075 nicht abhängig von TLR8 war (Abbildung 34). IL-1β Produktion nach 

LPS, als alternativer TLR4-Inflammasom Trigger und LPS+Nigericin, als Stimulus für 

kanonische NLRP3-Inflammasomaktivierung, waren unbeeinträchtigt in TLR7x8-/- 

Zellen (Abbildung 35). 
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Abbildung 34: Zelltodinduktion von lebenden E. coli ist nicht abhängig von TLR8.  

Wildtyp-, TLR8 Knockout-, und TLR7+TLR8 Doppelknockout-BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden 

E. coli infiziert oder mit OMV oder dem TLR8 Liganden CL075 stimuliert. IL-1β und IL-6 wurden aus 

den Überständen mittels ELISA gemessen. Der Zelltod wurde mittels Adenylat-Kinase-

Freisetzungsassay bestimmt. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. Statistisch 

getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Dunnet’s Post-Hoc Test für Mehrfaches 

Testen. n=4-5. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 
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Abbildung 35: Kontrollbedingungen für das Experiment aus Abbildung 34  

Wildtyp-, TLR8 Knockout-, und TLR7+TLR8 Doppelknockout-BlaER1-Monozyten wurden mit LPS 

oder mit LPS + Nigericin stimuliert. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± Standardfehler. n=4-

5. 

 

Da wir bereits einen Effekt von LPS auf die alternative Inflammasomaktivierung – 

unabhängig von bakterieller Vitalität – nachgewiesen hatten, jedoch die RNA- und 

Vitalitäts-abhängige Inflammasomaktivierung selektiv untersuchen wollten, 

verwendeten wir ein LPS-unabhängiges System. Dazu führten wir das gleiche 

Experiment noch einmal mit LPS-defizienten E. coli (ClearColi) durch. Außerdem 

isolierten wir bakterielle RNA aus ClearColi, um eine mögliche Kontamination 

bakterieller RNA mit LPS auszuschließen.  

Die IL-1β Produktion nach Infektion mit ClearColi war nahezu komplett TLR8 

abhängig (Abbildung 36). Ebenso zeigte sich, dass die Induktion von IL-1β durch 

transfizierte ClearColi RNA fast komplett TLR8 abhängig ist (Abbildung 36). Die 

Kontrollbedingungen LPS und MPLA, beides selektive TLR4-Agonisten, zeigten 

keine TLR8-Abhängigkeit (Abbildung 36).  
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Abbildung 36: LPS-defiziente E. coli (ClearColi) und ClearColi-RNA induzieren TLR8-abhängig 

IL-1β.  

Wildtyp und TLR8-/- BlaER1-Monozyten wurden mit lebenden ClearColi, ClearColi RNA oder als 

Kontrolle mit den TLR4 Agonisten LPS oder MPLA stimuliert. IL-1β und IL-6 wurden aus den 

Überständen mittels ELISA gemessen, intrazelluläres IL-1β wurde aus den Zelllysaten nach Abnahme 

der Überstände mittels ELISA gemessen. Die Fehlerbalken repräsentieren Mittelwert ± 

Standardfehler. Statistisch getestet wurde mit einer Zweiweg-Varianzanalyse, gefolgt von Sidak’s 

Post-Hoc Test für Mehrfaches Testen. n=4-6. (ns; nicht signifikant, *; p<0.05, **; p<0.01). 

 

 

 

9 Diskussion: 
 

 

9.1 Zusammenfassung und Einschränkungen 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 

über bakterielle RNA in menschlichen Monozyten den endosomalen RNA-Rezeptor 

TLR-8. Dies führt über bislang noch unvollständig geklärte Mechanismen zu einer 

Aktivierung des NLRP3-Inflammsoms und Freisetzung von großen Mengen IL-1, 

jedoch ohne Bildung eines Pyroptosoms und ohne relevante Pyroptose.   

 

Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene lebende Bakterien in menschlichen 

Monozyten eine deutlich robustere IL-1β Produktion stimulieren, als Hitze-

inaktivierte, d.h. tote Bakterien (Abbildung 5). Für diese starke IL-1β Freisetzung wird 

das NLRP3-Inflammasom aktiviert. Es zeigte sich, dass bakterielle RNA, welche nur 

in relevanter Menge in lebenden Bakterien vorkommt, für die NLRP3-

Inflammasomaktivierung eine zentrale Rolle spielt (Abbildung 36). Aufgereinigte 

bakterielle RNA kann ebenfalls das NLRP3-Inflamamsom aktivieren (Abbildung 7). 

Die NLRP3-Inflammasomaktivierung in primären, 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 über TLR4 und TRIF aktivieren kann31. Lebende und tote E. coli 

enthalten funktionelles LPS9 und aktivieren daher, wie erwartet, ebenfalls diesen 

Signalweg in humanen BlaER1-Monozyten (Abbildung 26, Abbildung 30). 

Zusätzlich aktivieren jedoch lebende E. coli durch Ihre RNA einen TLR8- und 

MyD88-abhängigen Signalweg, welcher für die Erkennung von bakterieller Vitalität 

verantwortlich ist13(Abbildung 32). Zusammen führt dies zu einer deutlich stärkeren 

NLRP3-Inflammasomaktivierung von lebenden im Vergleich zu toten Bakterien 

(Abbildung 5).  

OMV, die neben Nukleinsäuren und Proteinen v.a. große Mengen LPS enthalten19, 

aktivieren auch den Signalweg über TLR4 und TRIF (Abbildung 26, Abbildung 30). Wir 

sahen aber ebenfalls eine partielle Abhängigkeit der IL-1β Freisetzung durch E. coli 

OMV von Caspase-4 (Abbildung 20), was eine nicht-kanonische NLRP3-

Inflammasomaktivierung nahelegt. Jedoch fehlten die dafür typischen Charakteristika 

Zelltod, Abhängigkeit vom Kaliumefflux und Pyroptosomformierung (Abbildung 14, 

Abbildung 16).  
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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 über ihre RNA ein 
alternatives Inflammasom via TLR8 und MyD88 aktivieren. Zusätzlich aktivieren sie genauso wie tote 
E. coli über ihr LPS, welches sich in der äußeren Membran und damit auch in ihren OMVs befindet, 
ein alternatives Inflammasom über TLR4, TRIF, RIPK1, FADD und CASP-8 wie bereits bei Gaidt et al. 
beschrieben31. Diese alternative Inflammasomaktivierung benötigt nur ein Signal, keinen Kaliumefflux 
und führt nicht zur Bildung eines ASC Speck (= Pyroptosom). Bei der alternativen 
Inflammasomaktivierung wird Gasdermin D (=GSDMD) nicht aktiviert und führt somit nicht zum 
inflammatorischen Zelltod (=Pyroptose)49. Alle diese Merkmale gelten nun genau gegenteilig für die 
kanonische und nicht-kanonische Inflammasomaktivierung. Ein Primingsignal bspw. über einen 
Mustererkennungsrezeptor (=PRR) wird benötigt und führt über NF-κB zur Transkription von pro-IL-1β 
und NLRP323. Die Aktivierungsmechanismen von NLRP3 sind vielfältig und komplex, wobei der 
Kaliumefflux durch porenformende Toxine ein Beispiel ist23. NEK7 ist ebenfalls essentieller Bestandteil 
des NLRP3-Inflammasoms26. Intrazelluläres LPS, z.B. durch OMV, aktiviert das nicht-kanonische 
Inflammasom über CASP-443, 55.    

 

Im Folgenden möchte ich einige Einschränkungen der Ergebnisse diskutieren.  

Der Großteil unserer Experimente wurde mit E. coli durchgeführt. 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 für die Zukunft.  
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Die Aussagen über die beteiligten Rezeptoren und Adaptermoleküle wurden in einer 

Zelllinie durchgeführt. Weitere Validität könnten sie dadurch erhalten, dass die 

Experimente in primären, humanen Monozyten wiederholt werden und der Einfluss 

der beteiligten Rezeptoren und Adapterproteine durch Inhibitoren31  oder siRNA13 

untersucht wird.  

 

Zur Messung der Inflammasomaktivierung gibt es verschiedene Möglichkeiten23. Man 

kann das Resultat bestimmen, also beispielsweise IL-1β oder IL-18 messen, man 

kann die ASC Specks (Pyroptosome) mikroskopisch darstellen, man kann einen 

Western Blot für die prozessierte Caspase-1 (p10, p20) oder für prozessiertes IL-1β 

durchführen57.  Langjährige Erfahrungen der Arbeitsgruppe und Ergebnisse anderer 

Arbeitsgruppen zeigen, dass es eine sehr gute Korrelation dieser Messungen gibt9, 

38. In dieser Arbeit haben wir bevorzugt die Sekretion von IL-1β gemessen und das 

als Korrelat für Inflammasomaktivierung gewertet. Zusätzliche Western Blots der 

aktivierten Caspase-1 haben wir nicht durchgeführt. Diese würden das Bild 

vervollständigen. Häufig haben wir als Kontrolle intrazelluläres IL-1β gemessen und 

dies als Proxy für pro-IL-1β genommen. Hier zeigten sich häufig keine signifikanten 

Unterschiede zwischen verschiedenen Stimulationsbedingungen, wohingegen große 

Unterschiede in der Sekretion von IL-1β bestanden (Abbildung 30, Abbildung 32, 

Abbildung 36). Dies ist ein weiteres deutliches Indiz für die selektive 

Inflammasomaktivierung, Prozessierung und Freisetzung von IL-1β. 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 für 

Caspase-443, MAVS45 und STING44, die zumindest in unserem in vitro System mit 

BLaER1 Zellen nicht die erwarteten Effekte zeigten. Durch persönliche 

Kommunikation mit anderen Arbeitsgruppen wurde uns bestätigt, dass dies auch in 

anderen Laboren auffiel. Die korrekte genetische Deletion wurde über genetische 

Sequenzierung und Western Blot bestätigt (Daten von Tim Vierbuchen, nicht 

gezeigt). Am Beispiel von Caspase-4 wurde auch deutlich, dass zwar die eigentlich 

eingesetzte Positivkontrolle, transfiziertes LPS, nicht zur gewünschten 

Inflammasomaktivierung in BLaR1 Zellen führte, jedoch OMV eine deutliche, 
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Caspase-4 abhängige IL-1β Sekretion induzierten (Abbildung 20). Dies legt nahe, 

dass die Caspase-4 Deletion funktionell ist, publizierte Positivkontrollen in unseren 

Händen jedoch nicht immer im BLaER1 System funktionieren.  

 

 

9.2 Erkennung der Lebendigkeit - Rolle für OMV? 
 

Das Immunsystem ist in der Lage mit einer skalierten Immunantwort auf 

Mikroorganismen zu reagieren1. Die Lebendigkeit ebendieser ist dabei ein 

entscheidender Faktor für den Umfang der Immunreaktion1.  

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 aktivieren55. Die 

Autoren beschrieben, dass OMV das in ihnen enthaltene LPS ins Zytosol der 

Immunzellen beförderten und dort zu einer nicht-kanonischen NLRP3-

Inflammasomaktivierung über Caspase-11 führten55. Tote E. coli führten 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) vor55. Dieser Weg wurde weiter untersucht und es konnte gezeigt werden, 

dass GBP (= guanylate-binding proteins) für die Interaktion zwischen LPS und 

Caspase-11 entscheidend sind58. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, 

dass OMV von Salmonella typhimurium Flagellin ins Zytosol von murinen 

Immunzellen befördern können59. Dieses führte zu einer robusten, kanonischen 

NLRC4-Inflammasomaktivierung59. OMV können auch als Carrier von 

Virulenzfaktoren fungieren, die eine mitochondriale Dysfunktion auslösen und über 

Zwischenschritte zur NLRP3-Inflammasomaktivierung führen60.  

Wir betrachteten jedoch ein Setting ohne Virulenzfaktoren. In unseren Experimenten 

an humanen Monozyten konnten wir, entgegen unserer ursprünglichen Hypothese 

bestätigen, dass OMV zwar das NLRP3-Inflammasom aktivieren, dass jedoch in der 

Tat LPS und nicht in OMV enthaltene RNA, das dominante Signal für die NLRP3-

Inflammasomaktivierung durch OMV ist (Abbildung 11). Dafür spricht, dass 

Membranvesikel von gram-positiven Bakterien und OMV von LPS-defizienten 

ClearColi Bakterien deutlich weniger IL-1β induzieren, als OMV von E. coli (Abbildung 

12). Bestätigt werden diese Ergebnisse auch durch die genetischen Daten aus den 
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Experimenten an BlaER1-Monozyten. Wir konnten zeigen, dass LPS-Erkennung 

über TLR4, TRIF und zum Teil auch Caspase-4 notwendig ist, um IL-1β 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-1β induzieren (Abbildung 12). Daher ist LPS zwar 

der dominante Reiz, jedoch nicht der einzige Bestandteil der Membranvesikel, 

welcher IL-1β induziert. Passend dazu zeigten wir, dass auch die bakterielle RNA 

aus OMV zur Inflammasomaktivierung führen kann (Abbildung 10). Dies ist auch vor 

dem Hintergrund interessant, dass sRNAs aus OMV über RNA-Interferenz mit mRNA 

des Wirtes zur Immunevasion beitragen können20. Hierbei könnte die NLRP3-

Inflammasomaktivierung in Reaktion auf OMV RNA ein Gegenmechanismus sein.   

Für die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli scheinen OMV in 

unseren Experimenten nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, wie der Vergleich 

der IL-1β Produktion in Reaktion auf E. coli Stämme mit unterschiedlicher 

Vesikulationsrate zeigte (Abbildung 13). Außerdem war Caspase-4 zwar für OMV-

induzierte IL-1β Produktion essentiell, spielte aber für die IL-1β Induktion durch 

lebende E. coli keine Rolle (Abbildung 20). Im Gegensatz dazu ist TLR8 für 

Inflammasomaktivierung durch lebende E. coli relevant, nicht aber für die IL-1β 

Induktion durch OMV (Abbildung 32).  Zusammengenommen sprechen diese beiden 

Befunde eher für 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 große 

Relevanz der OMV für die NLRP3-Inflammasomaktivierung in murinen Immunzellen 

gezeigt55.   

 

 

9.3 TLR8 als Schlüsselrezeptor für die Erkennung bakterieller Vitalität 
 

Unsere Daten reihen sich ein in zunehmende Publikationen zur Rolle von TLR8 als 

Sensor mikrobieller Lebendigkeit, wie in den Übersichtsarbeiten von Ugolini und 

Sander6 und Vierbuchen, Stein und Heine18 zusammengefasst, auf denen der 

folgende Absatz beruht.   

TLR8 ist ein endosomaler Rezeptor und erkennt Einzelstrang-RNA61. Detaillierte 

strukturelle Analysen ergaben, dass TLR8 nicht intakte RNA-Moleküle, sondern 
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Degradationsproduktion von RNA erkennt16. Die Expression des Rezeptors in 

verschiedene Zelltypen variiert z.T. stark, in Abhängigkeit von der Spezies18. 

Aufgrund einer Deletion von fünf Aminosäuren, kann der TLR8 Rezeptor von Mäusen 

und Ratten nicht durch Einzelstrang-RNA oder andere bekannte TLR8 Agonisten 

aktiviert werden62. Auch wenn die Erkennung von Nukleinsäuren zu Beginn vor allem 

wichtig für die Erkennung von Viren schien, ist mittlerweile klar, dass RNA 

Erkennung über TLR8 auch für die Erkennung einer Reihe von pathogenen 

Bakterien von Bedeutung ist18. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die 

Erkennung von bakterieller RNA via TLR8 für die Immunantwort humaner Monozyten 

gegenüber Streptococcus pyogenes essentiell ist63. Eine weitere Studie zeigte, dass 

TLR8 ebenso ein entscheidender Rezeptor für die Erkennung von Gruppe B 

Streptokokken ist, kam aber im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zu dem Schluss, 

dass TLR8 für die Erkennung von lebenden E. coli nicht relevant ist64.  

Dass TLR8 bakterielle Lebendigkeit erkennt und es in der Folge zur Differenzierung 

von follikulären T-Helferzellen kommt, konnten Ugolini et al. zeigen13. Für diesen 

Mechanismus ist die TLR8-abhängige Induktion von IL-12 essentiell13. Jedoch spielt 

IL-1β möglichweise eine unterstützende Rolle, da die Polarisierung von T follikulären 

Helferzellen durch humane Monozyten durch die Zugabe von IL-1β neutralisierenden 

Antikörpern abgeschwächt werden konnte13. Somit scheint IL-1β in diesem Prozess 

nicht ausreichend, aber verstärkend zu wirken13.  

Spezifische TLR7/8 Agonisten werden zunehmend als Impfstoffadjuvanzien 

diskutiert6. TLR8 Liganden zeigen z.B. eine starke Adjuvanzwirkung in 

Rhesusaffen65. Die Zugabe von TLR8 Agonisten konnte die Titer von spezifischen 

IgG-Antikörpern nach Impfung mit dem Pneumokokkenkonjugatimpfstoff PCV13 

deutlich steigern65. Wurden die Rhesusaffen direkt bei Geburt geimpft, erreichten sie 

deutlich früher als ohne zusätzlichen TLR7/8 Agonisten protektive Level an 

spezifischen IgG-Antikörpern65. Dies ist besonders erstaunlich, da die Aktivierung 

von Zellen der angeborenen Immunität durch Adjuvanzien bei Neugeborenen in der 

Regel sehr schwierig ist65. 

Dazu passend wurde aus einer Fall-Kontrollstudie berichtet, dass ein TLR8 

Polymorphismus mit erhöhter Aktivität mit Schutz vor Pulmonaler Tuberkulose 

assoziiert ist13. Interessanterweise erklärte sich dieser Effekt durch die Subgruppe, 

die den Lebendimpfstoff BCG erhalten hatte13. 
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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 kann41. Dabei wird genau wie in unseren Daten zu lebenden 

apathogenen Bakterien, die RNA des Archaeons über TLR8 erkannt41. Archaen 

werden als eigene Domäne des Lebens neben den Bakterien und den Eukaryoten 

klassifiziert und es sind bis heute keine humanpathogenen Archaaen bekannt41. Dies 

passt zu unserem Befund, dass die Aktivierung des NLRP3-Inflammasom durch RNA 

im Sinne einer skalierten Immunantwort unabhängig von der Virulenz des 

Mikroorganismus abläuft. 

Vorher wurde bereits beschrieben, dass HIV-1 IL-1β in humanen Monozyten 

induziert und dass dafür TLR8 und NLRP3 notwendig sind66. Die Autoren 

interpretierten ihre Daten dahingehend, dass TLR8 entscheidend für die Induktion 

von pro-IL-1β war66. Im Gegensatz dazu induzieren in unseren Daten lebende E.coli 

in TLR8-/- BlaER1-Monozyten vergleichbare Mengen an intrazellulärem IL-1β, 

unserem Proxy für pro-IL-1β, jedoch wird deutlich weniger IL-1β freigesetzt 

verglichen mit TLR8-kompetenten wt-BlaER1-Monozyten (Abbildung 32). Ebenso 

induzieren TLR8-Agonisten wie CL075 alleine bereits IL-1β41. Dies spricht dafür, 

dass das NLRP3-Inflammasom über einen bisher unbekannten Mechanismus direkt 

über TLR8 aktiviert werden kann.   

Auch für die Erkennung von mit Plasmodium falciparum  infizierten Erythrozyten 

(iRBC) und deren RNA war TLR8 in humanen Monozyten entscheidend67. Neben IL-

12 produzierten die Monozyten auch IL-1β und IL-18 in Abhängigkeit von TLR8 nach 

Stimulation mit iRBC oder RNA von Plasmodium falciparum. Dabei kam es nicht zur 

Pyroptose und es wurde auch kein zweiter Stimulus für die Aktivierung benötigt67, 

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 abläuft. Zu testen wäre beispielsweise 

die RIPK1-FADD-CASP8 Achse, welche entscheidend ist für die alternative NLRP3 

Inflammasomaktivierung via TLR431 ist. Hier ist die Studie von Campbell et al. zu 
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erwähnen, die zeigt, dass von SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 und HIV-1 abgeleitete 

ssRNA Sequenzen das NLRP3-Inflammasom über TLR8 in humanen Makrophagen 

aktivieren68. In ihrer Studie läuft der Signalweg dabei tatsächlich über Caspase-8 und 

RIPK1 und führt nicht zur Pyroptose68. Dies passt gut zu unseren und den bisher 

publizierten Daten zur TLR8 vermittelten alternativen Inflammasomaktivierung. Im 

Gegensatz zu unseren Daten, zeigte sich allerdings eine Abhängigkeit von der 

extrazellulären Kaliumkonzentration in dieser Studie und somit eigentlich ein 

Merkmal der kanonischen Inflammasomaktivierung68.  

Da der murine TLR8 Rezeptor nicht durch bakterielle RNA und andere bekannte 

TLR8 Agonisten aktiviert werden kann62 sind in vivo Daten zur TLR8-vermittelten 

Inflammasomaktivierung bisher rar. Eine der wenigen Studien konnte zeigen, dass 

sich in Cynomolgus-Affen erhöhte Serumlevel von IL-1β und IL-18 nach 

Administration des TLR8 Agonisten VTX-2337 dosisabhängig zeigen69.   

Es wäre essentiell zu klären, wie relevant die Rolle von TLR8 im Kontext 

verschiedener Infektionen für die Inflammasomaktivierung in vivo ist. Es gibt 

verschiedene bekannte TLR8 Polymorphismen, die beispielsweise mit der 

Suszeptibilität für pulmonale Tuberkulose oder Krim-Kongo-Fieber assoziiert sind70. 

Die Rolle von IL-1β in diesem Zusammenhang ist bisher aber unklar. Es wäre 

insbesondere von Interesse, den Einfluss von TLR8-Polymorphismen auf die IL-1β 

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-1β führen, aber ohne 

einen signifikanten Anstieg des inflammatorischen Zelltods zu verursachen, wie 

häufig bei pathogenen Bakterien oder Toxinen beobachtet35. Diese Form der 

Inflammasomaktivierung wurde von Gaidt et al. als „alternatives“ Inflammasom 

bezeichnet und bislang nur in menschliche Zellen, nicht in Nagerzellen 

beschrieben31. 

Insgesamt stellt sich jedoch die Frage, ob diese sogenannte „alternative“ 

Inflammasomaktivierung nicht deutlich relevanter und herkömmlicher 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-1β auf zellulärer Ebene nicht nur über 

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 LPS31. Die NLRP3-Inflammasomaktivierung 

durch RNA sowohl von Archaeen41, Viren68, Plasmodien67 und Bakterien via TLR8 

zeigt nun ebenfalls Charakteristika der alternativen Inflammasomaktivierung, wie die 

Entkopplung von Pyroptose, der Unabhängigkeit von extrazellulären 

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 hervor49. Ausgelöst 

einmal durch die Inhibition und nachfolgende Translokation von Hexokinase ins 

Zytosol nach der Erkennung von bakteriellem Peptidoglykan71 und zum zweiten 

durch oxPAPC, einem bekannten Immunmodulator, welcher Caspase-11 aktiviert72. 

Interessanterweise ist die alternative NLRP3-Inflammasomaktivierung über TLR4 

und über TLR8 nicht in murinen Zellen observierbar49, sodass Experimente mit 

humanen Zellen an Bedeutung gewinnen und ein relevanter Teil der bisherigen 

Inflammasomforschung, der primär an murinen Zellen und mit Stimulantien der 

„kanonischen“ Inflammasomaktivierung durchgeführt wurde37, nur bedingt 

übertragbar scheint. Als genetische Definition für alternative Inflammasomaktivierung 

schlagen Gaidt und Hornung die Unabhängigkeit von Gasdermin D vor49. Gasdermin 

D sorgt bei der klassischen Inflammasomaktivierung durch Porenbildung in der 

Zellmembran für die Pyroptose28. Der Ausstrom von Kalium aus der Zelle sorgt dann 

für die Aktivierung von NLRP323. Ob die alternative Inflammasomaktivierung über 

TLR8 ebenfalls Gasdermin D unabhängig abläuft, 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 homöostatischen Wirts-Mikroorganismus 

Beziehung im menschlichen Körper zukommt. Es ist verlockend zu spekulieren, dass 

sie eine große Rolle einnimmt, da sie durch TLR4 und TLR8, zwei zentrale 

Mustererkennungsrezeptoren, ausgelöst 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 führt (Abbildung 37). Wir schlagen vor, dass „alternative“ 

Inflammasomaktivierung Ausdruck physiologischer Wirts-Mikroben-Interaktionen sein 

kann, während kanonische und nicht-kanonische Inflammasomaktivierung das 

Ergebnis pathologischer Prozesse sind (Abbildung 37). Es erscheint intuitiv, dass es 

für den Wirt deutliche Vorteile hat, wenn die Zellen der angeborenen Immunität nach 

Kontakt mit lebenden Bakterien nicht direkt sterben, sondern mit einer skalierten 

Immunantwort reagieren1. So könnten beispielsweise antigenpräsentierende Zellen 

ihrer klassischen Funktion nachkommen, in den Lymphknoten migrieren und dort 

adaptive Immunantworten vorbereiten. Als Beispiel für die kanonische 

Inflammasomaktivierung wäre hingegen die Infektion mit Bakterien zu nennen, die 

porenformende Toxine produzieren und damit zu einer deutlichen Störung der 

physiologischen Homöostase führen73.  

Jedoch gibt es auch ein Beispiel für eindeutig pathologische alternative 

Inflammasomaktivierung74. Erhöhte Spiegel von Apolipoprotein C3 (ApoC3) gehen 

mit einem erhöhten kardiovaskulären Risiko einher und sie aktivieren ein alternatives 

NLRP3-Inflammasom in humanen Monozyten über Dimerisierung von TLR2 und 

TLR474.  

 

 

9.6 Limitationen und Ausblick 
 

Die wichtigste Limitation der Arbeit ist, dass unsere Aussagen auf reinen 

Zellkulturdaten beruhen und demnach in ihrer Geltung natürlich beschränkt sind. Sie 

in einem in vivo Modell zu bestätigen, um die Wichtigkeit des Mechanismus zu 

evaluieren, wäre der nächste Schritt. Allerdings ist hierbei die Wahl eines geeigneten 

Organismus zu beachten. Häufig verwendete Mausmodelle haben einige Schwächen 

für unsere Thematik, da alternative NLRP3-Inflammasomaktivierung in ihnen nicht 

vorkommt31. Die nicht-kanonische Inflammasomaktivierung läuft in Mäusen über 

Caspase-1129, während Caspase-11 in Menschen fehlt und die Funktion durch 

Caspase-4 übernommen wird43. Des Weiteren kann der TLR8 Rezeptor von Mäusen 

und Ratten im Gegensatz zum menschlichen TLR8 nicht durch Einzelstrang-RNA 

oder andere bekannte TLR8 Agonisten aktiviert werden.  
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Aus diesen Gründen halten wir Untersuchungen in Mäusen zur Funktion der hier 

beschriebenen Inflammasomaktivierung durch Bakterien und bakterielle RNA für 

nicht zielführend. Dies könnte auch ein kleiner Teil der Erklärung sein, warum viele 

Untersuchungen insbesondere zur bakteriellen Sepsis, die häufig in Mausmodellen 

erhoben wurden, nicht oder nur sehr bedingt auf den Menschen übertragbar sind75. 

Eine Möglichkeit sind humanisierte Mausmodelle, wie sie bei Zewinger et al. 

verwendet wurden74. Die Autoren transplantierten humane Monozyten in NOD-SCID 

(= Non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency) Mäuse zur Untersuchung 

der Relevanz von ApoC3 für die alternative Inflammasomaktivierung und deren 

Relevanz im Kontext von vaskulären Organschäden74. Die Alternative wären 

Untersuchungen bei Schweinen13, Affen69 oder Menschen.  

Da derzeit kein robuster Parameter zur eindeutigen Messung der alternativen 

Inflammasomaktivierung in vivo existiert, müssten wir uns mit Annäherungen 

behelfen. Diese könnte beispielsweise das Verhältnis von ASC Specks oder 

Gasdermin D Level zu IL-1β sein. Dann könnten Patienten mit bakteriellen 

Kolonisation und manifesten Infektionen miteinander verglichen werden oder 

Infektion mit Bakterien, welche bekanntermaßen das kanonische Inflammasom 

aktivierende Virulenzfaktoren besitzen und solchen ohne jene. 
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