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ZUSAMMENFASSUNG I

ZUAMMENFASSUNG

Interleukin-6 (IL-6)-Typ Zytokine, allen voran IL-6 und Oncostatin M (OSM),
besitzen pleiotrope Eigenschaften und spielen eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl
biologischer Prozesse. Als Akutphaseinduktoren sind IL-6 und OSM an der
Initialisierung entziindlicher und immunologischer Prozesse beteiligt, konnen aber
ebenso die Differenzierung und das Zellwachstum beeinflussen. Ihre biologische
Wirkung vermitteln sie {iber die Bindung an einen multimeren Rezeptorkomplex.
Dieser weist im Fall von IL-6 eine hexamere Struktur auf und besteht aus je zwei
Molekiilen des Glykoproteins 130 (gp130), des IL-6 a-Rezeptors (IL-6R) und IL-6. Der
Rezeptor von OSM hingegen ist ein Heterodimer und besteht aus gp130 und dem
OSM Rezeptor (OSMR) oder aber aus gp130 und dem leukemia inhibitory factor (LIF)
Rezeptor (LIFR). Die Zytokine der IL-6-Familie vermitteln die Induktion des
Jak/STAT (Januskinase/signal transducer and activator of transcription), PI3K/Akt
(Phosphoinositid-3-Kinasen/AKR  thymoma  oncogene  homolog) und MAPK
(mitogenaktivierte Proteinkinase) Signalwegs. Da eine unkontrollierte Aktivierung
dieser Signalkaskaden jedoch zu chronisch entziindlichen Erkrankungen oder
abnormen Zellwachstum fiihren kann, ist eine Regulation durch verschiedene
Riickkopplungsmechanismen essentiell. Neben der Rekrutierung inhibitorisch
wirkender Proteine, wie den Mitgliedern der SOCS (suppressors of cytokine signaling)
Familie und Tyrosinphosphatasen, gilt die Rezeptorinternalisierung als regulierender

Mechanismus.

Der erste Teil der vorliegenden Dissertation geht der Fragestellung nach, wie die
Expression des IL-6-Rezeptors wahrend der Differenzierung und Maturierung
dendritischer Zellen (DZ) reguliert ist und welche Relevanz die gp130-
Internalisierung bei diesen Entwicklungsprozessen spielt.

DZ gehoren zu den professionellen antigenprasentieren Zellen (APZ) und gelten
als Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort. Sie spielen
insbesondere bei der Polarisation der T-Helferzellen (Thl, Th2, Thl7, Treg) eine
wichtige Rolle. DZ reprasentieren eine heterogene Zellpopulation, die auf Basis ihrer
Entstehung, ihres Vorkommens und/oder ihrer Funktionen in verschiedene Subtypen
unterteilt werden und sich u.a. durch die Expression bestimmter Oberflachenmarker
unterscheiden lassen. Es ist bekannt, dass DZ sowohl gp130 als auch den IL-6R auf
ihrer Oberflache exprimieren, weshalb ihre Differenzierung und Maturierung durch
IL-6 beeinflusst werden kann. Obwohl Studien der letzten Jahre bereits eindrucksvoll

die Relevanz des IL-6-Signals fiir die DZ Entwicklung belegt haben, bleibt dessen
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Funktion fiir diese Prozesse bisher kontrovers diskutiert. Inwiefern eine veranderte
Rezeptorexpression auf diesen Zellen Einfluss auf die biologische Wirkung von IL-6
nimmt, wurde bisher nicht untersucht und war daher Ziel der hier durchgefiihrten
Experimente. Mit Hilfe GM-CSF-gereifter DZ aus murinem Knochenmark (KM-DZ)
sowie steady state DZ aus peripheren lymphatischen Organen konnte gezeigt werden,
dass die Expression von gp130 und IL-6R bereits wahrend der DZ Differenzierung
unterschiedlich reguliert ist. Konventionelle DZ (kDZ) aus Milz und Lymphknoten
wiesen ein hoheres Expressionsniveau fiir den IL-6-Rezeptor auf als plasmazytoide
DZ (pDZ). Es wurde nachgewiesen, dass die gp130 Expression im Verlauf der DZ
Differenzierung stetig zunimmt, wahrend nahezu keine Veranderung fiir die
Expression des IL-6R festzustellen war. In weiteren Experimenten konnte dartiber
hinaus belegt werden, dass die Reifung der DZ, induziert durch Lipopolysaccharid
(LPS), Tumornekrosefaktor-a (TNFa) oder Choleratoxin (Ctx), zu einer Cross-
Regulation von gp130 fiihrt. Diese konnte im Fall von TNFa und Ctx auf eine
voriibergehende Internalisierung des Rezeptors in Folge der Aktivierung der Serin-
/Threonin-Kinase MK2 (MAPK-aktivierte Proteinkinase 2) zurilickgefiihrt werden.
Untersuchungen von KM-DZ aus der gp130 knockin Mauslinie gp130'+44, die sich
durch eine Punktmutation des beschriebenen Endozytose-Motivs des Rezeptors
auszeichnet, fithrten zu dem Schluss, dass LPS gp130 iiber einen bisher noch nicht
beschriebenen Mechanismus reguliert. Dieser vermittelt eine frithe Clathrin-
abhangige Internalisierung von gp130 und fiihrt schliefSlich zu einer langfristigen
Inhibierung der gp130 Expression. Die Regulation der IL-6 Rezeptorexpression ist
insofern von Bedeutung als dass vermutet werden kann, dass das IL-6/STAT3-Signal
tir die Aufrechterhaltung eines unreifen DZ Phanotyps wichtig ist. Ferner kann
vermutet werden, dass die Limitierung der Responsivitat gegeniiber LIF (und
vermutlich auch OSM) fiir die Differenzierung von DZ wichtig ist, da die Expression
des LIFR iiber die Dauer der KM-DZ Differenzierung stark herunterreguliert wurde.
Eine Expression des OSMR auf DZ wurde hingegen nicht nachgewiesen und steht
demzufolge im Gegensatz zu bisher veroffentlichten Untersuchungen.

Im Rahmen dieses ersten Projekts wurde ebenfalls untersucht, wie sich die
veranderte gp130 Endozytose auf die Homoostase myeloider und lymphoider Zellen
auswirkt. Bei den hierfiir analysierten gp130t44 Mausen wurde eine geringfiigige
Verminderung der Frequenz und absoluten Zellzahl von kDZ in der Milz sowie eine
Zunahme der Frequenz und absoluten Zellzahl von pDZ und Makrophagen in den
inguinalen Lymphknoten nachgewiesen. Dariiber hinaus wurde ein Anstieg in der
Frequenz und absoluten Zellzahl von T-Zellen, jedoch eine Abnahme der B-Zellen in
der Milz beobachtet.
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Im zweiten Teil der Dissertation sollte die OSM-vermittelte Induktion antiviraler
Gene in primédren humanen dermalen Fibroblasten (HDF) untersucht werden.

Typ 1 Interferone (IFN) gelten als zentrale Zytokine der antiviralen
Immunantwort. Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass eine Reihe
proinflammatorischer Zytokine ebenso die antivirale Immunantwort beeinflussen
konnen, indem sie u.a. die Expression der pattern recognition receptors (PRR)
regulieren. PRR sind Teil des angeborenen Immunsystems und fiir die Erkennung
von Pathogenen durch die Bindung an konservierte Pathogen-assoziierte molekulare
Strukturen (PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns) wichtig. Im zweiten
Teilprojekt der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass OSM dazu in der
Lage ist, die Induktion der im Zytoplasma lokalisierten PRR Retinoic acid inducible
gene-1 (RIG-I) und Melanoma differentiation-associated protein 5 (MDADS) zu vermitteln.
Mit Hilfe von RNA Interferenzstudien konnte nachgewiesen werden, dass die
Expression dieser beiden RNA-Helikasen von der OSM-vermittelten STAT1
Aktivierung abhangig ist und tiber einen STAT3/SOCS3-abhédngigen Mechanismus
reguliert wird. Wahrend die Blockade der STAT1 Expression zu einer Inhibierung
der OSM-induzierten Expression der Helikasen fiihrte, wurde durch den Verlust von
STAT3 oder SOCS3 die Expression von RIG-I und MDAS5, aufgrund einer starkeren
und ldnger anhaltenden STAT1-Phosphorylierung, signifikant erhoht. Zusatzlich
konnte ein additiver Effekt zwischen der OSM- und IFNy-vermittelten
Helikasenexpression belegt werden. Dieses Resultat steht im FEinklang mit
vorhergehenden Veroffentlichungen, die einen Crosstalk zwischen OSM und Typ I
IFN bei der antiviralen Abwehr gegen das Hepatitis C Virus beschreiben.
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SUMMARY

Interleukin-6 (IL-6)-type cytokines, most notably IL-6 and Oncostatin M (OSM), have
pleiotropic functions and play a major role in multiple biological processes. As
inducers of the acute phase response, IL-6 and OSM are involved in the initiation of
proinflammatory and immunological processes as well as in cell growth and
differentiation. They mediate their biological function through binding to a
multimeric receptor complex. The IL-6 receptor complex has a hexameric structure
consisting of two molecules each of gp130, IL-6R and IL-6. In contrast, the OSM
receptor complex has a heterodimeric structure consisting either of gp130 and the
OSM receptor (OSMR) or gp130 and the leukemia inhibitory factor receptor (LIFR).
IL-6-type cytokines induce the activation of the Jak/STAT (Janus kinase/Signal
Transducer and Activator of Transcription), PI3K/Akt (Phosphoinositid-3-
kinase/AKR thymoma oncogene homolog) and MAPK (mitogen-activated kinase)
pathway. Since wuncontrolled activation of these pathways causes chronic
inflammatory diseases or abnormal cell growth, regulation by distinct feedback
mechanisms is very important. Besides recruitment of inhibitory proteins like
members of the SOCS (suppressors of cytokine signaling) family and protein tyrosine

phosphatases, receptor internalization is a common regulatory mechanism.

One aim of the first part of this thesis was to investigate the regulation of the IL-6
receptor expression during dendritic cell (DC) differentiation/maturation and
furthermore, to determine the relevance of gpl30 internalization for these
developmental processes. DCs are professional antigen presenting cells (APC) and
known to act as a link between innate and adaptive immune response. Especially
during the initiation of T cell polarization (Thl, Th2, Th1l7, Treg) they play an
important role. DCs are a heterogeneous cell population, which can be classified by
their origin and/or function and are distinguished (among other things) by their cell
surface markers. DCs express both gp130 and IL-6R, therefore it has been assumed
that DC differentiation and maturation is influenced by IL-6. Although several
publications suggest that IL-6 signaling is of importance for DC development, its
precise function for this process still remains unclear. How differential receptor
expression may influence the biological function of IL-6 has not been studied so far
and was the goal of the present study. By using GM-CSF-driven DCs from murine
bone marrow (BMDC) as well as steady state DCs from peripheral organs, it was
demonstrated that the expression of gpl30 and IL-6R is differentially regulated
during DC differentiation. Conventional DCs (cDCs) from spleen and lymph nodes
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showed a higher IL-6 receptor expression level than plasmacytoid DCs (pDCs) from
these organs. While gpl130 expression slowly increased over time in culture, no
changes in IL-6R expression were observed in GM-CSF-driven BMDC differentiation.
Furthermore, BMDC maturation induced by lipopolysaccharide (LPS), tumor
necrosis factor-a (TNFa) or cholera toxin (Ctx) caused a cross-regulation of gp130 cell
surface expression. In case of TNFa and Ctx this cross-regulation could be traced
back to a transient receptor internalization induced by the serine/threonine-kinase
MK2 (MAPK-activated protein kinase 2). Studies with the gp130 knockin mouse
strain gp130t44, which is characterized by a point mutation of the internalization
motif, revealed that the LPS-regulated gpl30 expression depends on a so far
unidentified mechanism. This mechanism induces an early clathrin-dependent gp130
internalization and furthermore leads to a long-term expression inhibition. This
regulation of the IL-6 receptor expression is of importance, because it is assumed that
the IL-6/STAT3-signal plays an important role to keep DCs in an immature state in
absence of infection. Further data presented in this thesis indicate that limitation of
the LIF response (and also OSM response) is necessary for DC differentiation, since
expression of the LIFR was strongly downregulated in the course of GM-CSF-driven
BMDC differentiation. In contrast to former studies, OSMR expression could not be
confirmed.

An additional aim of the first part of the thesis was to investigate how missing
gp130 endocytosis influences the homeostasis of myeloid and lymphoid cells in mice.
For this purpose, gp130t44 mice were investigated and showed a slight decrease in
frequency and absolute cell numbers of cDCs from spleen as well as an increase in
frequency and absolute cells numbers of pDCs and macrophages from inguinal
lymph nodes. Additionally, an increase in frequency and absolute cell number of

T-cells, but a decrease of B cells could be detected in spleen.

The aim of the second part of this thesis was to investigate the OSM-mediated
induction of antiviral gene expression in primary human dermal fibroblasts (HDF).
Type I interferons (IFN) are key players in the antiviral response. Many studies
over the last years revealed that several proinflammatory cytokines were able to
influence the antiviral response by induction of the pattern recognition receptor
(PRR) expression. PRRs belong to the innate immunity and play a pivotal role in
detection of pathogens through binding to pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs). In the second part it was shown that OSM induces the expression of the
PRR retinoic acid inducible gene-1 (RIG-I) and melanoma differentiation-associated protein 5

(MDADJS). By using RNA interference studies it was demonstrated that the expression
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of the RNA-helicases depends on the OSM-induced STAT1 activation and is mainly
regulated by a STAT3/SOCS3-dependent mechanism. While knockdown of STAT1
inhibited OSM-induced helicase expression, loss of STAT3 or SOCS3 significantly
enhanced the RIG-I and MDA5 expression through an increased and prolonged
STAT1 phosphorylation. Moreover, it was shown that OSM and IFNy had an
additive effect on helicase expression. This result correlates well with former studies
showing a crosstalk of OSM and IFNYy signaling in the antiviral response against

Hepatitis C Virus.
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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Zytokine sind losliche Botenstoffe, die der Kommunikation von Zellen und der
Koordination biologischer Prozesse in vielzelligen Organismen dienen. Anders als
Hormone werden Zytokine in Folge eines auslosenden Reizes meist de-novo
synthetisiert und sezerniert. Sie wirken auf die produzierende Zelle selbst (autokrin)
und auf Zellen in der unmittelbaren Umgebung (parakrin) ein, kénnen aber auch in
seltenen Fallen auf weiter entfernte Zellen Einfluss nehmen (endokrin). Ihre Wirkung
vermitteln sie {iiber die Bindung an spezifische Rezeptorsysteme auf der
Zelloberflache der Zielzellen.

1.1  Die Interleukin-6 (IL-6) Zytokin Familie und ihre Rezeptorkomplexe

Zu den Mitgliedern der IL-6-Typ Zytokine gehdren neben ihrem namensgebenden
Vertreter IL-6 ebenso IL-11, leukemia inhibitory factor (LIF), Oncostatin M (OSM),
cilicary neurotrophic factor (CNTEF), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like cytokine
(CLC), neuropoietin (NP) und IL-31 [1-4]. Alle IL-6-Typ Zytokine (mit Ausnahme von
IL-31) nutzen das Glykoprotein 130 (gp130) als signaltransduzierende
Rezeptoruntereinheit [1, 5]. Auch IL-27 und IL-35 erfiillen dieses Kriterium, gehoren
aber auf Grund ihrer Struktur der Familie der IL-12-Typ Zytokine an und gelten
deshalb als Bindeglied zwischen beiden Zytokinfamilien [6, 7].

Die IL-6-Typ Zytokine sind strukturell aus vier antiparallel zu einem Biindel
angeordneten a-Helices aufgebaut [1, 5]. Im Gegensatz dazu besitzen IL-27 und IL-35
gemafs der Familie der IL-12-Typ Zytokine eine heterodimere Struktur, die aus einer
a-helikalen Untereinheit (IL-27p28, IL-12p35) und der p-Untereinheit Epstein-Barr-
virus induced gene 3 (EBI-3) besteht [7, 8].

IL-6-Typ Zytokine sind bekannt fiir ihre pleiotropen Eigenschaften. Sie spielen
eine wichtige Rolle bei entziindlichen Prozessen und Infektionen. Des Weiteren sind
sie aber auch an der Hamatopoese, Neurogenese, Zelldifferenzierung und
Proliferation, dem Knochenstoffwechsel sowie kardiovaskuldren Prozessen beteiligt
[9-14]. Thre Wirkung vermitteln sie iiber die Bindung an spezifische hochaffine
Zelloberflachenrezeptoren, die in die nicht-signaltransduzierenden a-Rezeptoren
(IL-6R, IL-11R, CNTFR) und die signaltransduzierenden Rezeptoren (gp130, OSMR,
LIFR, IL-27R, IL-12RP2) unterteilt werden [7, 11, 15]. Die Gemeinsamkeit aller
Rezeptoren ist ihre strukturelle Verwandtschaft, aufgrund der sie der Superfamilie

der hamatopoetischen Rezeptoren zugeordnet werden. Auflerdem konnen sie als
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Typ-I Transmembranproteine klassifiziert werden, da sie tiber einen extrazellularen
N-Terminus und eine einzelne Transmembrandomane verfiigen [5]. Eine Ausnahme
bildet einzig der CNTF-Rezeptor, der an Stelle einer Transmembrandoméne einen
Glykosylphosphatidylinositol-Anker besitzt [16]. Die Familie der hamatopoetischen
Rezeptoren wird dariiber hinaus in zwei Klassen unterteilt, wobei die Rezeptoren
der IL-6-Typ Zytokine inklusive der fiir IL-27 und IL-35 der Klasse I zugeordnet
werden. Diese Klasse zeichnet sich durch ein extrazelluldir gelegenes
zytokinbindendes Modul (ZBM) aus, das aus zwei Fibronektin-Typ-III (FNIII-)
ahnlichen Domaénen besteht und durch vier konservierte Cysteinreste sowie ein
Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin (WSXWS) Motiv charakterisiert ist. Den
Klasse II Rezeptoren fehlt dieses Motiv [5].

Obwohl gp130 die allgemeine signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit der
IL-6-Typ Zytokine reprasentiert, vermitteln die einzelnen Mitglieder der Familie ihre

spezifische Wirkung tiber die Bindung an verschiedene Rezeptorkomplexe (Abb. 1).

p28 Ebl-3 Ebl 3

IL-11 IL-6 CNTF CNTF NP CLC CT-1 LIF OSM OSM KIL 27 IL- 35\ IL-31

gp130-Homodimer gp130/LIFR gp130/ gp130/ gp130/ IL-31R/
OSMR QL -27R  IL- IZRB/ OSMR

gp130-Heterodimer

Abb. 1: Die IL-6-Typ Zytokinfamilie und ihre Rezeptorkomplexe. Mit Ausnahme von IL-31 nutzen alle IL-6-Typ
Zytokine gp130 als signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit. Die IL-6-Typ Zytokine signalisieren entweder
iiber ein Homodimer zweier gp130-Molekiile oder {iber ein Heterodimer aus gp130 und dem LIFR, OSMR, IL-27R
oder IL-12RB2. IL-31 bindet ein Heterodimer aus dem OSMR und dem IL-31R. IL-6, IL-11, CNTF, NP und CLC
binden zusdtzlich an nicht-signalisierende a-Rezeptoren (IL-6R, IL-11R und CNTFR). IL-27 und IL-35
reprasentieren ein Bindeglied zwischen der IL-12-Typ Zytokinfamilie und den IL-6-Typ Zytokinen.

IL-6 und IL-11 binden jeweils an ihren spezifischen a-Rezeptor, den IL-6R bzw.
den IL-11R, und induzieren die Rekrutierung eines gp130-Homodimers, sodass ein
hexamerer Komplex entsteht [17-19]. CNTF, NP und CLC binden den a-Rezeptor
CNTF-Rezeptor (CNTFR) sowie ein Heterodimer aus LIF-Rezeptor (LIFR) und gp130
[16, 20, 21]. CNTF kann zusétzlich iiber einen Komplex, bestehend aus einem IL-6Ra
und dem LIFR/gp130 Heterodimer, signalisieren. CT-1, LIF und OSM benétigen
keinen spezifischen a-Rezeptor, binden aber ebenfalls an ein LIFR/gp130
Heterodimer [22-24]. Dariiber hinaus kann OSM {iber ein Heterodimer bestehend aus
OSMR und gp130 signalisieren [22, 25]. Die OSM-vermittelte Signaltransduktion
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tiber den LIFR/gp130 Rezeptorkomplex ist bisher nur im humanen System und in der
Ratte nachgewiesen [26]. IL-27 bindet ein Heterodimer aus gpl30 und seinem
spezifischen Rezeptor WSX-1 (auch IL-27 Rezeptor genannt) [15]. IL-35 kann iiber ein
Heterodimer aus IL-12RB2 und gpl130 signalisieren. Dariiber hinaus existieren
Hinweise, dass es ebenso an ein gp130 oder IL-12R(32 Homodimer binden kann [7].
Einen Sonderfall stellt IL-31 dar, da es anstelle von gp130 das sogenannte gp130-like
protein (GPL, auch bekannt als IL-31 Rezeptor) rekrutiert und iiber ein Heterodimer
aus IL-31R und OSMR signalisiert [3, 4].

Waéhrend die allgemeine Rezeptoruntereinheit gp130 auf der Oberflache nahezu
aller Zellen exprimiert wird, ist die Expression der restlichen Rezeptoren auf
bestimmte Zelltypen beschrankt. Dadurch wird eine spezifische Regulation der
Signaltransduktion durch einzelne Mitglieder der IL-6-Typ Zytokinfamilie
ermoglicht.

Zusétzlich zu den membranstandigen Rezeptoren existieren ebenfalls 19sliche
Varianten, die entweder agonistisch oder antagonistisch wirken konnen. Die
Ligandenbindung an die loslichen a-Rezeptoren IL-6R (sIL-6R) [27, 28], IL-11R
(sIL-11R) [29, 30] und CNTFR (sCNTFR) [31] erlaubt nach wie vor eine
Zellaktivierung, da die 16slichen Rezeptoren selbst nicht an der Signaltransduktion,
sondern nur an der Bindung des Liganden beteiligt sind. Diese Form der
Zellaktivierung wird auch als trans-Signal bezeichnet. Demgegeniiber fiihrt die
Bindung an die 16sliche Form von gp130 (sgp130) [32, 33], OSMR (sOSMR) [34], LIFR
(sLIFR) [33, 35] oder WSX-1 (sIL-27R) [36] zur Hemmung der Liganden-induzierten
Zellaktivierung, da die Dimerisierung der membranstandigen, signaltrans-
duzierenden Rezeptoruntereinheiten verhindert wird. Die Entstehung der 16slichen
Variante der Rezeptoren kann auf proteolytische Spaltung (shedding) durch
Metalloproteinasen [36-39] und Glykosylphosphatidylinositol-Phospholipase C (GPI-
PLC) [40] sowie auf das alternative Spleifien ihrer mRNA zurtiickgefiihrt werden [41,
42].

1.1.1 Glykoprotein 130

Wie bereits erwahnt, ist gp130 ein ubiquitdr exprimierter, signaltransduzierender
Rezeptor und Bestandteil aller Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine (mit
Ausnahme von IL-31) sowie einiger Vertreter der IL-12-Typ Zytokine [43]. Aus
Untersuchungen mit gpl30 defizienten (gpl30”) Madusen ist bekannt, dass der

Rezeptor eine essentielle Rolle bei embryonalen Entwicklungsprozessen spielt, da
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gp1307 Mause embryonal letal (E12.5) sind. Als Ursache fiir diese friihe Letalitat
wird eine krankhafte Verdanderung der Herzventrikelwand (hypoplastisches
Myokardium) wund eine signifikant verminderte Anzahl pluripotenter
hamatopoetischer Vorlduferzellen in Leber und Thymus angenommen [44]. Die
grundlegende Notwendigkeit der gpl30-vermittelten Zellaktivierung konnte
ebenfalls anhand konditioneller gpl130 knockout Mause nachgewiesen werden.
Hierbei kann tiiber eine postnatale Deletion des Exon15' die Expression der
membranstandigen Variante von gp130 in bestimmten Zellen inhibiert werden, was
jedoch zur Sezernierung des loslichen gpl130 (sgp130) fiihrt. Die Folge waren
gravierende neuronale, kardiovaskuldre, hadmatopoetische, immunologische,
hepatologische und pulmonale Veranderungen [45].

Das gp130 Molekiil umfasst 917 Aminosdauren (AS) (murin: 917AS; human: 918AS)
und besitzt, je nach Glykosylierungsgrad, ein Molekulargewicht von 130 - 150 kDa.
Der extrazelluldare Bereich des Proteins besteht aus einer Immunglobulin
(Ig)-ahnlichen Doméane (D1) und fiinf Fibronektin-Typ-III (FNII)-ahnlichen
Domaénen (D2-D6) (Abb. 2). Die beiden N-terminal gelegenen FNIII-dhnlichen
Domaénen (D2-D3) bilden zusammen das ZBM und sind durch vier konservierte
Cysteinreste (D2) sowie das fiir Typ-I Rezeptoren charakteristisches WSXWS-Motiv
(D3) gekennzeichnet. Es ist beschrieben, dass die Ig-dhnliche Domédne D1 sowie die
FNIII-dhnlichen Doménen D2 und D3 von essentieller Bedeutung fiir die
Ligandenbindung sind. Die FNIII-dhnlichen Doménen D4-D6 hingegen sind nicht an
der Ligandenbindung beteiligt, spielen aber ebenso wie die Transmembran-Domaéne
(TM) eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion [11, 46]. Der intrazelluldre
Bereich von gp130 weist keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat auf, erlaubt jedoch
die konstitutive Assoziation mit Januskinasen (JAK: JAK1, JAK2, TYK2) im Bereich
der membranproximalen Box1/2-Region. Die am Rezeptor vorliegenden JAK sind
sowohl fiir die Initialisierung der Signalkaskaden als auch fiir die
Oberflachenexpression der Rezeptoren selbst von Bedeutung [47-50]. Als weitere
Charakteristika gelten die fiir die Bindung der STAT (signal transducer and activator of
transcription) Faktoren notwendigen Tyrosinreste (murin: Y7z, Y7es, Ysiz, Yoos, Yous;
human: Y7s9, Y767, Ys14, Yoos, Yo15) sowie der Serinrest 780 (murin: S7s0; human: Szs2) und
das hierzu proximal gelegene Dileucin-Motiv (murin: L7ssL7ss; human: LzssLzs7), welche

an der Internalisierung des Rezeptors beteiligt sind (siehe auch Abschnitt 1.3) [51-53].

I kodiert fiir die Transmembrandomaéne
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Abb. 2: Schematische Darstellung des murinen Glykoproteins 130. Der extrazelluldre Bereich des gp130
Molekiils besteht aus einer N-terminalen Ig-dhnlichen Doméne (D1) und fiinf FNIII-Doméanen (D2-D6). Die
Domidnen D2 und D3 sind durch vier konservierte Cysteinreste bzw. ein konserviertes WSXWS-Motiv
charakterisiert und bilden zusammen das zytokinbindende Modul (ZBM). Der intrazellulare Bereich ist durch
eine in unmittelbarer Nédhe zur Transmembran-Doméne (TM) gelegene konservierte Box1/2 Region
gekennzeichnet. Ein Serin an Position 780 (human: Srs2) sowie ein hierzu proximal gelegenes Dileucin-Motiv
(murin: Lzsslzss; human: Lzselzsy) sind fiir die Internalisierung des Rezeptors von Bedeutung. Die mit Y
gekennzeichneten Stellen des intrazelluliren Bereichs bezeichnen die fiir die Signaltransduktion relevanten
Tyrosine.

1.1.2 Interleukin-6

IL-6 wurde ausgehend von seiner Erstbeschreibung in den 1980iger Jahren als ein
Faktor charakterisiert, der sowohl an der Differenzierung von B-Zellen zu
Plasmazellen (daher auch BSF-2 genannt, engl. b-cell stimulating factor 2) als auch an
der Expansion und Aktivierung von T-Zellen sowie der Induktion der Akutphase-
Reaktion beteiligt ist [54-59]. Neben seiner Bedeutung fiir immunologische und
inflammatorische Prozesse ist IL-6 ebenso an der Regulierung verschiedener
metabolischer, regenerativer und neuronaler Prozesse beteiligt, weshalb ihm auch
hormonéahnliche Eigenschaften zugeschrieben werden [60].

IL-6 wird als Vorlauferprotein mit einer Gesamtgrofie von 211AS (murin: 211AS;
human: 212AS) translatiert und nach Abspaltung des N-terminalen Signalpeptids
(murin: 24AS; human: 28AS) als ein etwa 21 kDa grofies Protein sezerniert [61-63].
Aufgrund verschiedener posttranslationaler Modifikationen, wie N- und
O-Glykosylierungen oder auch serinspezifischen Phosphorylierungen, kann die
Grofie des reifen Proteins jedoch im Bereich von 21-28 kDa schwanken [62, 64, 65].
Zu den Hauptproduzenten von IL-6 gehdren neben Monozyten/Makrophagen
[66, 67], B- und T-Zellen [68] ebenso Fibroblasten [69], Endothelzellen [70] und
Epithelzellen [71]. Die Expression selbst wird durch virale und bakterielle
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Infektionen [72], aber auch durch eine Reihe verschiedener Zytokine (TNFa, IL-1(3,
IFNYy, IL-3) induziert [73-76].
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Abb. 3: Schematische Darstellung des klassischen IL-6-Signals und IL-6 trans-Signals. Das klassische
IL-6-Signal zeichnet sich durch einen membranstiandigen Rezeptorkomplex aus, der nach Bindung von IL-6 an
den IL-6R zur Rekrutierung von gp130 und schliellich zur Aktivierung der IL-6 Signalkaskade fiihrt. Dem
gegeniiber steht das IL-6 trans-Signal. Der durch proteolytische Spaltung (Maus und Mensch) oder alternatives
Spleiflen (nur Mensch) entstandene 16sliche IL-6R (sIL-6R) komplexiert zunédchst mit IL-6 und bindet
anschlieffend an membranstandiges gp130, wodurch ebenfalls eine Aktivierung der IL-6-Signalkaskade erfolgt.
Das durch alternatives Spleiffien ebenfalls gebildete ldsliche gp130 Molekiil (sgp130) kompetiert mit dem
membranstidndigen Rezeptor und ist in der Lage das IL-6 trans-Signal sowie bei sehr hohen Konzentrationen das
Klassische IL-6 Signal zu hemmen.

Wie bereits erwahnt, signalisiert IL-6 iiber einen tetrameren Rezeptorkomplex aus
einem gpl130 Homodimer und zwei membranstiandigen IL-6R-Ketten (klassisches
IL-6-Signal) oder aber zwei sIL-6R-Ketten (IL-6 trans-Signal) (Abb. 3). Letzteres
ermoglicht Zellen, die lediglich gp130 auf ihrer Oberflache exprimieren, ebenfalls auf
IL-6 zu reagieren. Diese Form der Aktivierung spielt insofern eine wichtige Rolle, als
dass in Folge von Infektionen, Traumata oder Verletzungen nicht nur IL-6, sondern
ebenso vermehrt sIL-6R von infiltrierenden Neutrophilen, Monozyten oder auch
T-Zellen freigesetzt wird. Dadurch steigt der Pool an aktiv-wirkenden IL-6/sIL-6R-
Komplexen signifikant an [60, 77-79]. IL-6 selbst hat nur eine geringe Affinitat zu
gp130, die jedoch nach Assoziation mit dem IL-6R (oder sIL-6R) verstarkt wird und
so die Bildung des funktionellen Rezeptorkomplexes induziert. Neueste
Untersuchungen deuten darauf hin, dass das Signal iiber den membranstandigen
IL-6R die Induktion regenerativer und antiinflammatorischer Prozesse vermittelt,

wahrend das IL-6 trans-Signal tiber den sIL-6R fiir die Vermittlung
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proinflammatorischer Prozesse zustandig zu sein scheint [80, 81]. Sgp130 fungiert als
natiirlicher Antagonist, der das IL-6 trans-Signal, und bei sehr hohen

Konzentrationen ebenso das klassische IL-6-Signal, inhibieren kann [80, 82, 83].

1.1.3 Oncostatin M

OSM wurde 1986 aus dem Uberstand von U937 Zellkulturen isoliert, die zuvor mit
Phorbolester (PMA) behandelt wurden [84]. Seinen Namen verdankt es urspriinglich
der  wachstumsinhibierenden =~ Wirkung, die es auf  Melanomzellen,
Lungenkrebszellen, Brustkrebszellen und Gliomzellen hat [84-87]. Eine Reihe von
Untersuchungen hat jedoch gezeigt, dass es &dhnlich dem IL-6 in eine Reihe
biologischer Prozesse involviert ist und somit pleiotrope Eigenschaften besitzt.
Neben seiner Rolle bei der Hamatopoese [88-91] ist OSM ebenso an der
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen [92], an regenerativen Prozessen der
Leber und des Herzens [93-97], sowie an einer Vielzahl von inflammatorischen
[98-105] und metabolischen Prozessen [106-109] beteiligt.

Ebenso wie IL-6 wird OSM zunéchst als ein Vorlduferprotein translatiert (human:
252AS, murin: 263AS), das nach posttranslationaler Spaltung des N-terminalen
Signalpeptids (human: 25AS; murin: 24AS) sezerniert wird. Die Grofie des
freigesetzten Proteins schwankt im Bereich von 22 bis 24 kDa, da OSM anders als
IL-6 zusatzlich tiber eine C-terminale Prodomane (human: 32AS; murin: 58AS)
verfligt. Diese kann ebenso wie das Signalpeptid abgespalten werden, was jedoch
keine notwendige Voraussetzung fiir die Sekretion des Zytokins ist [110, 111]. Die
Bedeutung der Prodomaine ist bislang noch ungeklart. OSM wird vor allem von
Makrophagen, T-Zellen, Neutrophilen und dendritischen Zellen produziert [84,
112-114].

1.2  Die Signaltransduktion der IL-6-Typ Zytokine am Beispiel von IL-6

Die Initialisierung einer biologischen Signalkaskade setzt eine Liganden-induzierte
Homo- oder Heterodimerisierung von signaltransduzierenden Rezeptorketten
voraus. Fiir die Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine ist beschrieben, dass sie
mindestens ein gp130 Molekiil sowie eine fiir das Zytokin spezifische zweite

Rezeptorkette enthalten.
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IL-6 bindet zundchst mit geringer Affinitat seinen spezifischen a-Rezeptor IL-6R.
Der entstandene IL6/IL-6R-Komplex assoziiert anschliefSfend mit hoher Affinitit an
gp130 und fithrt zur Rekrutierung eines zweiten gpl30-Molekiils, sodass ein
hexamerer Rezeptorkomplex, aus je zwei Molekiilen IL-6, IL-6R und gp130 entsteht
(Abb. 4) [115]. Die Liganden-vermittelte Dimerisierung fiihrt zur Aktivierung der
intrazelluldar mit gp130 assoziierten JAK, die anschlieffend die Phosphorylierung
membrandistaler Tyrosinreste (Y) induzieren. Die phosphorylierten Tyrosinreste
dienen als Bindungsstellen fiir Mitglieder der STAT Familie und der
Tyrosinphosphatase SHP2 (Src homology 2 (SH2)-domain-containing phosphatase 2)
[1, 11]. IL-6 vermittelt primar die Aktivierung von STAT3 iiber die Rekrutierung an
Y765/767 (murin/human), Y812/814 (murin/human), Y 904/905 (murin/human), Y914/915 (murin/human), SOWIi€ In einem
geringeren Mafse von STAT1 tiber die Bindung an Y904/905 (murin/human), Y914/915 (murin/human).
Die phosphorylierten STAT Faktoren bilden nach ihrer Dissoziation von gp130
Homo- und Heterodimere, die daraufhin in den Zellkern translozieren und als
Transkriptionsfaktoren die Expression von IL-6 Zielgenen vermitteln.

Neben der Aktivierung des JAK/STAT Signalwegs fiihrt die Stimulation mit IL-6
weiterhin zur Induktion der MAPK (mitogenaktivierte Proteinkinase)-Kaskade tiber
die Rekrutierung von SHP2 an Y7s7759 (murinhuman). Die phosphorylierte SHP2 fiihrt
ihrerseits zur Rekrutierung von Adapterproteinen wie Grb2 (Growth factor receptor-
bound protein 2), das iiber die Bindung an den Guaninnukleotid-Austauschfaktor Sos
(Son of sevenless) sowie das kleine G-Protein Ras (Rat sarcoma) die Aktivierung der
MAPK ERK1/2 (extrazellular regulierte Kinase 1/2) vermittelt. Zusatzlich, jedoch
zellspezifisch, erfolgt die Aktivierung der PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) Kaskade.
Diese wird sowohl iiber die Interaktion von SHP2 mit Gab1 (Grb2-associating binder 1)
und/oder direkt tiber die Interaktion mit JAK induziert [1, 11, 116].
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Abb. 4: Schematische Darstellung des IL-6-Rezeptorkomplexes und die durch ihn aktivierten Signalkaskaden.
Die Liganden-induzierte Dimerisierung von gp130 fiihrt zur Aktvierung der JAKs, die in Folge dessen spezifische
Tyrosinreste im zytoplasmatischen Bereich von gp130 phosphorylieren. Die Bindung von STAT3 und STAT1 an
Y765/767 (murinhuman),  Y812/814 (murin/human),  Y904/905 (murinhuman) UNd  Y914/915 (murinhuman) fithrt zur Homo- und
Heterodimerisierung der STAT Proteine und induziert deren Translokation in den Zellkern, wo sie als
Transkriptionsfaktoren an der Expression von IL-6 Zielgenen beteiligt sind. SHP2 bindet an Y757/759 (murin/human) und
induziert die Aktivierung der PI3K- sowie MAPK-Kaskade. (Abkiirzungen: Akt — AKR thymoma oncogene homolog;
ERK1/2 — Extrazellulédr regulierte Kinase 1/2 ; Gabl — Grb2-associated binder 1; gp130 — Glykoprotein 130; Grb2 —
growth factor receptor-bound protein 2; IL-6 — Interleukin-6; IL-6R — Interleukin-6 Rezeptor; JAK — Januskinasen;
MAPK - mitogenaktivierte Proteinkinase; Mek - MAPK/ERK Kinase; PI3K — Phosphoinositid-3-Kinase; Ras — Rat
sarcoma; Raf — Rat fibrosarcoma, SHP2 — SH2 domain-containing phosphatase 2; STAT — signal transducer and activator of
transcription; SOS — son of sevenless; TF — Transkriptionsfaktor; Y — Tyrosin)

1.3  Regulationsmechanismen der IL-6-induzierten Signalwege

Eine dauerhafte Aktivierung der IL-6-induzierten Signalkaskaden steht im
Zusammenhang mit einer Reihe von Erkrankungen, die u.a. zu chronischen
Entziindungen der Gelenke oder des Herzen sowie zu Tumorwachstum fiihren
konnen [117-125]. Aus diesem Grund ist eine Limitierung der induzierten
Signalkaskaden von essentieller Bedeutung, um eine langanhaltende und/oder
unkontrollierte Aktivierung von Zellen zu vermeiden.

Unter physiologischen Bedingungen stehen eine Reihe komplexer

Regulationsmechanismen zur Verfiigung, die das IL-6-Signal sowohl in seiner Starke
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als auch Dauer einschranken konnen. Hierbei werden die klassischen von den
Crosstalk-vermittelten Regulationsmechanismen unterschieden. Im nachfolgenden
Abschnitt werden die einzelnen Mechanismen genauer beschrieben und deren

Funktion erlautert.

1.3.1 Klassische Regulationsmechanismen

Zu den Kklassischen Regulationsmechanismen gehort die Induktion und/oder
Rekrutierung von Mitgliedern der CIS-SOCS- (cytokine-inducible SH2-domain-
containing protein, suppressors of cytokine signaling) und PIAS-Familie (protein inhibitors
of activated STATs) sowie die negative Regulation durch Proteintyrosinphosphatasen
(PTP).

SOCS Proteine agieren als klassische Riickkopplungsinhibitoren, deren Synthese
durch die Aktivierung des JAK/STAT Signalwegs induziert wird. Bis heute sind
insgesamt 8 Mitglieder beschrieben (CIS und SOCS1-7), von denen alle iiber eine
zentrale SH2-Domiéne, eine N-terminale kinase inhibitory region (KIR)
unterschiedlicher Lange und eine C-terminale SOCS Box verfiigen [126]. SOCS1 und
SOCS3 gehoren zu den am besten charakterisierten Vertretern dieser Familie und
spielen fiir die Regulierung des STAT1 und STAT3 Signals eine wichtige Rolle.
Wahrend SOCSI1 direkt mit den Januskinasen (JAK1, JAK2 und Tyk2) interagiert um
ihre katalytische Aktivitdt zu hemmen [127, 128], bindet SOCS3 vornehmlich an den
proximal zu gebundenen JAK gelegenen Tyrosinrest Y7s7/759 (murin/human) des gp130 und
inhibiert die Rekrutierung des STAT3 Proteins an den aktivierten Rezeptor [129, 130].
Alle SOCS Proteine konnen iiber ihre SOCS Box mit einem Komplex bestehend aus
Elongin B und C, Cullin-5, RBX2 (Ring-box 2) und einer E2-Ligase interagieren, um so
die Ubiquitin-abhadngige Degradation von aktivierten Signalproteinen und von sich
selbst zu induzieren [131-133].

Ebenso konnen die Mitglieder der PIAS Familie (PIAS1, PIAS3, PIASx/PIAS2,
PIASy/PIAS4) das IL-6-induzierte JAK/STAT Signal regulieren. Anders als die SOCS
Proteine werden die PIAS Proteine konstitutiv exprimiert und binden nach
Zytokinaktivierung an phosphorylierte STAT-Faktoren. PIAS1 und PIAS3
beispielsweise interagieren direkt mit STAT1 und STAT3 und blockieren deren
Bindung an die DNA. Im Gegensatz dazu koénnen PIASx und PIASy die
Rekrutierung von Co-Repressor Molekiilen induzieren (HDAC, Histon-
Deacetylasen), um die transkriptionelle Aktivitit verschiedener STAT-Faktoren zu
inhibieren [134]. Dariiber hinaus weisen alle Mitglieder der Familie eine SUMO-E3-
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Ligase Aktivitat auf, die sie zur SUMOylierung von Signalproteinen befdhigt, um auf
diese Weise die Lokalisation sowie Degradation der STAT Faktoren zu regulieren
[135-138].

Ein weiterer Mechanismus zur Regulation des JAK/STAT Signalwegs besteht in
der Dephosphorylierung von Proteinen durch PTPs. Fiir das IL-6-Signal als relevant
gelten die Phosphatasen SHP2 und PTPN2: (protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 2). PTPN2 ist eine ubiquitdr und konstitutiv exprimierte Phosphatase, die in
zwei Isoformen auftreten kann. Eine 45kDa schwere Form (TC45), welche im
Zellkern lokalisiert ist und eine etwa 48kDa schwere Form (TC48), die im
endoplasmatischen Retikulum zu finden ist [139]. Wahrend die Funktion von TC48
bisher noch unzureichend charakterisiert ist, haben Versuche mit TC45-defizienten
Mausen gezeigt, dass diese nukledre Isoform die Dephosphorylierung von STAT1
und STAT3 induziert [140, 141].

SHP2 wird ebenso wie PTPN2 ubiquitdr und konstitutiv exprimiert und ist neben
seiner Funktion als Adapterprotein fiir die Aktivierung der MAPK Kaskade ebenso
fiir die Regulation des IL-6-Signals von Bedeutung. Die Phosphatase besteht aus zwei
N-terminalen SH2-Domadnen, einer zentralen katalytischen Doméne (PTP-Domaéne)
und einer C-terminalen Domédne, die eine prolinreiche Sequenz sowie
Tyrosinphosphorylierungsstellen besitzt. Im inaktiven Zustand liegt SHP2 in einer
geschlossenen Konformation vor, bei der die SH2-Domane mit der PTP-Domaéne
interagiert und so die Erreichbarkeit fiir Substrate verhindert. Nach Stimulation
kommt es in Folge der Bindung an gp130 (Y757/759 (murinhuman)) liber die SH2-Doménen
zur Konformationsdnderung, wodurch das katalytische Zentrum fiir Substrate
zuganglich wird [11, 142, 143].

1.3.2 Crosstalk-Regulation

Da wahrend entziindlicher Prozesse und Infektionen eine Vielzahl von Zytokinen
freigesetzt wird, spielt auch die Regulation der Zytokine und ihrer Signalwege
untereinander (Crosstalk) eine wichtige Rolle. Untersuchungen haben gezeigt, dass
die proinflammatorischen Zytokine IL-13 und TNFa ebenso wie andere
proinflammatorische Faktoren (LPS, Zellstress) an der Crosstalk-Regulation des IL-6-
Signals beteiligt sind. Sie induzieren u.a. die Expression von SOCS3 [144] oder aber

2 ebenfalls unter dem Namen TC-PTP (T-cell protein tyrosine phosphatase) bekannt
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verstarken dessen Expression iiber die Stabilisierung der mRNA, in dem sie p38
aktivieren [145, 146].

Ein weiterer und unter physiologischen Bedingungen womoglich relevanterer
Mechanismus ist die Crosstalk-vermittelte Internalisierung von gpl130 (Abb. 5).
Hierbei wird durch die Phosphorylierung von p38 durch proinflammatorische
Stimuli (IL-13, TNF«a, LPS, oxidativer Stress, UV Licht) die Aktivierung ihres
Substrates, der Serin-/Threonin-Kinase MK2 (MAPK-aktivierte Proteinkinase 2),
vermittelt, die infolgedessen gpl130 an Srso7s2 (murinhuman) phosphoryliert. Die
Phosphorylierung des Serinrests sowie das Vorhandensein des Dileucin-Motivs
(murin: Lzsslzss; human: LzssL7s7), welches als Bindestelle fiir das Adapterprotein-2
(AP2) fungiert [51, 53, 147], beglinstigen die Aufnahme von gp130 in Clathrin-
umbhtillte Vesikel (coated pits) und fiithren schliefillich zur lysosomalen Degradation
des Rezeptors [52, 148].

IL-6R

“coated pits”

Clathrin

Abb. 5: Internalisierung von gp130 durch proinflammatorische Zytokine oder Zellstress. Proinflammatorische
Zytokine oder Zellstress fithren zur Aktivierung der Serin-/Threonin-Kinase MK2, die infolgedessen gp130 an
Serin 780 (human:782) phosphoryliert. Bedingt dadurch bindet das Adapterprotein AP2 moglicherweise mit einer
hoheren Affinitdt an ein Dileucin-Motiv und es kommt zu einer beschleunigten Aufnahme in Clathrin-umhiillte
Vesikel und schliefllich zum lysosomalen Abbau des gp130 Molekiils. (Abkiirzungen: AP2 — Adapterprotein 2;
gp130 — Glykoprotein 130; IL-1 - Interleukin-1; IL-1R AcP - IL-1 Rezeptor akzessorisches Protein; IL-6 —
Interleukin-6; IL-6R - Interleukin-6 Rezeptor; JAK - Januskinasen; LBP - LPS-Bindeprotein; LPS -
Lipopolysaccharid; MD2 - myeloisches Differenzierungsprotein 2; MK2 — MAPK-aktivierte Proteinkinase 2;
MKK3/6 — MAPK Kinase 3/6; MVK - multivesikuldre Korper; TAK/Askl — tumor growth factor-aktivierte
Kinase/Apoptosesignal-regulierende Kinase-1; TLR4 — Toll-like Rezeptor 4; TNF — Tumornekrosefaktor; TNFR —
TNF Rezeptor).
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1.4 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DZ) stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen der angeborenen
und adaptiven Immunantwort dar. Sie gehoren zu den sogenannten professionellen
antigenprasentierenden Zellen (APZ), deren primdre Aufgabe darin besteht
Pathogene zu erkennen, diese aufzunehmen wund zu prozessieren, um sie
anschliefSend naiven T-Zellen in den lymphatischen Organen zu prasentieren. Neben
ihrer zentralen Rolle bei der Induktion einer primaren Immunantwort, spielen DZ
ebenso eine wichtige Rolle bei der Induktion immunologischer Toleranzen [149-151].

Die DZ wurden 1973 von Ralph Steinmann als ein neuer sternférmiger oder
Baum-ahnlicher Zelltyp (lat. dendriticus — verzweigt) charakterisiert, der in den
lymphatischen Organen der Maus zu finden ist [152]. Erstmals beobachtet wurden
sie jedoch bereits 1868 vom deutschen Mediziner Paul Langerhans. Dieser beschrieb
die in der Epidermis lokalisierten, nach ihm benannten Langerhans Zellen
falschlicherweise als einen Bestandteil des zentralen Nervensystems, da er sie fiir
Nervenzellen der Haut hielt. In den Jahren nach 1973 konnte in einer Reihe von
Studien die Existenz von DZ sowohl in lymphatischen als auch nicht-lymphatischen
Organen der Maus und anderer Spezies, inklusive des Menschen, eindeutig
nachgewiesen werden. Doch erst mit der Entwicklung neuer Methoden in den
1990iger Jahren, die eine in wvitro Generierung aus CD34* Knochenmark-
Vorlauferzellen [153] oder CD14* Monozyten [154] erlaubten, riickten die DZ in den

Fokus der immunologischen Forschung.

141 Subtypen dendritischer Zellen der Maus

DZ repréasentieren eine heterogene Zellpopulation, die auf Basis ihrer Entstehung,
ihres Vorkommens und/oder ihrer Funktionen in verschiedene Subtypen unterteilt
werden konnen. Entsprechend der Einteilung nach Satpathy et al. [155] und Belz &
Nutt [156] werden folgende vier Haupttypen unterschieden: die konventionellen DZ
(kDZz), die plasmazytoiden DZ (pDZ), die Langerhans Zellen (LZ) sowie die

inflammatorischen DZ (auch monozytare DZ, moDZ).



EINLEITUNG 14

[cvP

Knochenmark ‘

o
_Q (
g O O \@ ~
- ( w O C O
& O \@ 3
CD8*/CD103* CD4*/CD11b* CCR9*
kDZ kDZ pDZ LZ LZ Tip-DZ GM-CSF
DZ
! ) L )
T T
steady-state DZ inflammatorische DZ

Abb. 6: Entwicklung von steady-state- und inflammatorischen DZ der Maus. CLP — common lymphoid progenitor;
CMP - common myeloid progenitor; CDP — common dendritic cell progenitor; DZ — dendritische Zellen; GM-CSF —
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor; HSC - hematopoietic stem cell; kDZ — konventionelle/klassische DZ;
Mono — Monozyten, MPP - multipotent progenitor; MDP — macrophage/dendritic cell progenitor; pDZ — plasmazytoide
DZ; LZ - Langerhans Zellen, Tip-DZ — TNF- und iNos-produzierende DZ (Modifiziert nach Satphathy et al. [155]).

Ausgehend von hdmatopoetischen Stammzellen (HSZ) im Knochenmark konnen
sich DZ sowohl aus myeloiden (CMPs, engl. common myeloid progenitors) als auch
lymphoiden Vorlduferzellen (CLPs, engl. common lymphoid progenitors) entwickeln.
Der iiberwiegende Anteil der DZ in den lymphoiden Organen (~90%) ist jedoch auf
CMPs zuriickzufiihren. Diese entwickeln sich zu Makrophagen/DZ-Vorlauferzellen
(MDPs, engl. macrophage/dendritic cell progenitors), aus denen Monozyten sowie DZ-
Vorlauferzellen (CDPs, engl. common dendritic cell progenitors) hervorgehen. CDPs
besitzen die Fahigkeit sich zu allen DZ Subtypen zu entwickeln, die unter
homoostatischen Bedingungen auftreten konnen. Hierzu zdhlen die pDZ und pra-

kDZ, die nach Auswanderung iiber die Blutbahn lymphoide- und nicht-lymphoide
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Gewebe besiedeln, in denen sie ihre Ausreifung in die verschiedenen kDZ Subtypen
beenden. Eine weitere Klasse stellen die inflammatorischen DZ dar, welche nur in
Folge einer Entziindung oder Infektion auftreten und aus im Blut zirkulierenden
Monozyten hervorgehen. Die epidermalen Langerhans Zellen nehmen eine
Sonderstellung innerhalb der DZ-Klassen ein, da sie aus lokalen Vorlduferzellen oder
durch Selbsterneuerung entstehen. Auch ist beschrieben, dass sie unter
entziindlichen Bedingungen aus Monozyten-Vorlauferzellen hervorgehen koénnen
[151, 155-160].

Konventionelle DZ

Die konventionellen DZ oder auch klassischen DZ zeichnen sich durch eine hohe
Phagozytoseaktivitit und die Fahigkeit Antigene zu prozessieren und zu
prasentieren aus. Sie besitzen eine kurze Halblebenszeit von nur wenigen Tagen,
weshalb sie permanent durch Knochenmark-Vorlauferzellen ersetzt werden [161].
Entsprechend ihrer Lokalisation im Gewebe und ihrer migratorischen Eigenschaften
werden sie in zwei Gruppen unterteilt: die lymphoiden geweberesidenten CD4* und
CD8* kDZ sowie die nicht-lymphoiden, migratorischen CD11b* und CD103* kDZ
[159, 160, 162, 163]. Wahrend CD8* kDZ durch cross-Prasentation die Aktivierung
zytotoxischer CD8* T-Zellen vermitteln, sind CD4* kDZ durch ihre MHCII (major
histocompatibility complex II)-abhdngige Antigenprasentation charakterisiert, die zur
Aktivierung von CD4* T-Zellen fiithrt. Aufgrund ihrer analogen Entwicklung und
Funktionen reprdsentieren die migratorischen CD11b* kDZ das Aquivalent zu den
residenten CD4* kDZ und die migratorischen CD103* kDZ das Aquivalent zu den
residenten CD8* kDZ [155].

Plasmazytoide DZ

Die Klasse der plasmazytoiden DZ ist durch ihre Fahigkeit grofle Mengen an Typ I
Interferonen (IFN) freizusetzen charakterisiert, weshalb sie eine wichtige Rolle bei
der antiviralen Immunantwort spielen. Ihren Namen verdanken die pDZ ihrer
plasmazellartigen Morphologie, wodurch sie sich von herkémmlichen DZ
unterscheiden. Dariiber hinaus haben sie nur sehr geringe phagozytische

Eigenschaften sowie einen hohen MHCII Membran turnover, weshalb sie nur schlecht
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Antigene prasentieren. Murine pDZ sind positiv fiir Marker B220/CD45RA und
Ly6C, aber exprimieren nur schwach CD11c [157, 160, 164, 165].

Inflammatorische DZ

Anders als kDZ und pDZ treten die inflammatorischen DZ lediglich transient
wahrend entziindlicher Prozesse oder mikrobieller Infektionen auf. Sie zeichnen sich
durch eine hohe Ly6C, MHCII und CD11b sowie mittlere CD11c Expression aus
[157]. Zu den bekanntesten Vertretern ihrer Klasse gehoren die TNFa-
(Tumornekrosefaktor-a) und iNos- (inducible nitric oxide-synthase) produzierenden
DZ, auch Tip-DZ (TNFa- and iNOS-producing inflammatory DZ) genannt. Sie
produzieren grofse Mengen TNF-a und iNos und wurden erstmals in mit Listeria
monocytogenes infizierten Mausen nachgewiesen [166]. Als weitere Vertreter dieser
Klasse gelten die GM-CSF DZ (granulocyte/macrophage colony-stimulation factor DZ),
welche in vitro aus Knochenmark-Vorlduferzellen oder mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMCs, engl. peripheral blood mononuclear cells) in Anwesenheit
von GM-CSF differenzieren [167, 168].

Langerhans Zellen

Wie bereits erwdahnt nehmen die Langerhans Zellen eine Sonderstellung innerhalb
der DZ Ontologie ein. Unter homoostatischen Bedingungen entwickeln sie sich aus
lokalen Vorlduferzellen, die bereits pranatal in die Epidermis eingewandert sind,
oder durch Selbsterneuerung [157]. Es wird vermutet, dass die Vorlduferzellen auf
Monozyten der fotalen Leber sowie auf Dottersack-Makrophagen zurtickzufiihren
sind [157, 169].

142 Reifungsstadien von DZ

DZ konnen hinsichtlich ihres Reifegrads in unreife, semireife und (voll-) reife DZ
unterteilt werden. Bei dem Grofsteil der in den peripheren Geweben und
lymphatischen Organen vorliegenden DZ handelt es sich um nicht-migratorische
unreife DZ, die zwar eine hohe Endozytoseaktivitat besitzen, jedoch bei Abwesenheit

pathogener Faktoren und der permanenten Aufnahme von Selbstantigenen nicht
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aktiviert werden koénnen [170, 171]. Sie exprimieren nur schwach MHC-Molekiile
sowie CD40, CD80 und CD86. Auch sezernieren sie kaum proinflammatorische
Zytokine, weshalb sie als tolerogen gelten [150, 155, 171].

Vollreife DZ entstehen durch den Kontakt mit pathogenen Antigenen, wie dem
bakteriellen Zellmembranbestandteil Lipopolysaccharid (LPS) oder anderen
mikrobiellen Faktoren. Sie haben eine verminderte Phagozytoseaktivitit, zeigen aber
eine erhohte Fahigkeit zur Induktion und Polarisation immunogener T-Zellen. Reife
DZ zeichnen sich durch eine verstarkte Expression von MHC II und CD40 sowie der
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 aus. Uberdies produzieren sie grofie
Mengen proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNFa, IL-1f3, IL-12), deren Produktion
durch ein positives Riickkopplungssignal der differenzierten T-Zellen (CD40/CD40L)
noch verstarkt werden kann [155, 172].

Semireife DZ stellen einen intermedidren Phédnotyp zwischen unreifen und
vollreifen DZ dar. Genau wie vollreife DZ exprimieren sie verstairkt MHCII, CD40
und kostimulatorische Molekiile, sezernieren aber im Gegensatz dazu keine
proinflammatorischen Zytokine. Daher gelten sie auch als reife tolerogene DZ. In
vitro kann die Entstehung eines solchen semireifen Phanotyps durch die Behandlung
mit TNFa oder die Zerstorung der E-Cadherin-vermittelten DZ-DZ Interaktion
begitinstigt werden [173]. Erhalten die DZ jedoch ein zusatzliches zweites Signal z.B.
durch die Behandlung mit LPS oder CD40L konnen sie sich zu vollreifen DZ
entwickeln [171, 174, 175].
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Differenzierung und Aktivierung dendritischer Zellen wird durch eine Reihe
verschiedener Zytokine und Transkriptionsfaktoren beeinflusst, inklusive IL-6 und
STAT3. Die Funktion des IL-6-Signals fiir die DZ Reifung ist bisher jedoch
umstritten. Einerseits ist gezeigt, dass IL-6 die Differenzierung und Aktivierung der
DZ einschrankt und stattdessen die Entwicklung von Monozyten/Makrophagen
verstarkt [176-180], andererseits gibt es Berichte die darauf hindeuten, dass IL-6 die
Differenzierung und Expansion unreifer DZ steigert [181, 182].

Wie bereits erwahnt, ist die biologische Wirkung eines Zytokins von der Dauer
und Stiarke des induzierten Signals abhdngig und wird wu.a. von der
Rezeptorexpression beeinflusst. Obwohl schon seit langen bekannt ist, dass DZ
sowohl gp130 als auch den IL-6R auf ihrer Oberflache exprimieren, weiff man bisher
nur wenig iiber die Regulation der Rezeptoren auf diesem Zelltyp. Ziel der
vorliegenden Arbeit sollte daher sein, das Expressionsprofil des IL-6-Rezeptors auf
DZ zu wuntersuchen und die Relevanz der gpl30 Internalisierung fiir die
Differenzierung und Reifung dendritischer Zellen zu analysieren. Fiir die Versuche
sollten sowohl DZ aus murinem Knochenmark (KM-DZ) als auch DZ Subtypen
(kDZ, pDZ) von WT Madusen und Mausen mit einer internalisierungsdefizienten
gp130 Mutante (gp130t44) analysiert werden.

Da IL-6 generell eine wichtige Rolle bei der Differenzierung hamatopoetischer
Zellen spielt, so auch bei T- und B-Zellen, sollte zusatzlich der Einfluss der gp130tt44

Mutante auf die Homoostase myeloider und lymphoider Zellen untersucht werden.

Aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe und von Kooperationspartner war bekannt,
dass OSM in humanen dermalen Fibroblasten (HDF) die Expression einer Vielzahl
von Genen induzieren kann. Zu den uiber 400 Genen, die um mehr als das Dreifache
erhoht waren, zahlten auch Interferon-stimulierte Gene (ISG), wie der
Transkriptionsfaktor interferon regulatory factor 1 (IRF1) und die RNA DExD/H-Box
Helikasen Retinoic acid inducible gene-I (RIG-I) und Melanoma differentiation-associated
protein 5 (MDADS). Diese Gene werden bereits frith wahrend einer viralen Infektion
induziert und sind fiir die Induktion weiterer antiviraler Gene [183, 184] bzw. fiir die
Erkennung und Bindung viraler im Zytoplasma lokalisierter RNA wichtig [185].
Kiirzlich veroffentliche Untersuchungen zeigen, dass OSM die antivirale Wirkung
von Typ I IFN steigern kann, indem es die Phosphorylierung von STAT1 sowie die
Induktion der ISG verstarkt [186-188].
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Im zweiten Teilprojekt der vorliegenden Arbeit sollte die OSM-vermittelte
Induktion frither antiviraler Gene, insbesondere die der Helikasen RIG-I und MDAJ5,
in HDF untersucht und der zugrunde liegende molekulare Mechanismus aufgeklart
werden. Des Weiteren sollte iiberpriift werden, ob ein additiver/synergistischer
Effekt zwischen der OSM- und IFN-vermittelten Induktion der Helikasen existiert.
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2. MATERIAL
2.1 Chemikalien, Kits und Verbrauchsmaterial
2.1.1 Chemikalien

Allgemeine Laborchemikalen wurden, wenn nicht anders angegeben, von AppliChem
(Darmstadt), Gibco (Karlsruhe), Life Technologies (Darmstadt), MerckMillipore (Darmstadt),
PAA (Colbe), Peqlab (Erlangen), Qiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) bezogen. Alle Puffer und Medien wurden mit entsalztem Wasser aus einer
Millipore Filteranlage (MerckMillipore, Darmstadt) angesetzt und ggfs. autoklaviert oder
steril filtriert.

2.1.2 Kits

Folgende Reaktionskits wurden gemifl den Herstellerangaben eingesetzt:

Clarity™ Western ECL Blotting Substrate BioRad, Miinchen

FastStart SYBR Green (Rox) Master kit Roche, Mannheim

Lipofectamin® RNAIMAX Transfection Reagent Thermo Fisher Scientific Inc.,
Darmstadt

Mouse IL-6 Quantikine ELISA kit R&D, Wiesbaden

QIAshredder™ Qiagen, Hilden

RNeasy Mini RNA-Isolationskit Qiagen, Hilden

Pierce Enhanced Chemiluminescence kit Thermo Fisher Scientific Inc.,,
Darmstadt

Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit Roche, Mannheim

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Amersham Hybond PVDF Membran (0.45um) GE Healthcare, Miinchen
Amersham Hyperfilm™ ECL GE Healthcare, Miinchen
Einmalpipetten in verschiedenen Grofien Sarstedt, Niimbrecht
Einmalspitzen Sarstedt, Niimbrecht
Einmalspritzen und —kantilen Braun, Melsungen

Corning Bottle Top Filter (1000 ml, 0.22 pum) Thermo Fisher Scientific Inc.,

Darmstadt
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Corning Lagerflasche, steril (250 ml, 500 ml)

Countess™ cell counting chamber slide
EDTA Rohrchen

FACS®-Rohrchen

Filter-Tips

gentleMACS™ C Tube

Handschuhe

Konduktive Spitzen

Konduktive Spitzen

Kryorohrchen

MicroAmp® Optical 384-well Platten
MicroAmp® Optical Adhesive Film
Multiwell-Zellkulturplatten (12well)
Multiwell-Zellkulturplatten (6well, 96well)

Nalgene™ Rapid-Flow™ Einweg-Filtrationsgerat

Petrischalen (6 cm/10 cm)
Reaktionsgefafie
Reaktionsgefafse
Rontgenfilm (Kodak)

Rohre (flow cytometry)

Schraubrohren (15 m1/50 ml)

Whatman™, Blottingpapier (3 mm)
Zellkulturplatten in verschiedenen Grofien
Zellsieb (70 pM)

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
Sarstedt, Numbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht
Miltenyi, Bergisch-Gladbach
Starlab, Hamburg

Qiagen, Hilden

Biozym, Hessich-Oldendorf
Sarstedt, Numbrecht
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
Sarstedt, Nuumbrecht
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Darmstadt

Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht
Hartenstein Laborbedarf,
Wiirzburg

Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht

GE Healthcare, Miinchen
Sarstedt, Nuumbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
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2.2 Stimulanzien und Rezeptoren

Tabelle 1: Bezeichnung und Beschreibung der verwendeten Zytokine, Stimulanzien und Rezeptoren sowie
deren Herkunft und jeweils eingesetzte Konzentration.

Zytokine/Rezeptoren Konzentration Hersteller
Rekombinantes humanes Interferon-a2b hIFN2«x 100 U/ml Zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. J. Baron, RWTH
Aachen
Rekombinantes humanes Interferon-f hIFNB 1000 U/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes humanes Interferon-y hIFNy 1000 U/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes humanes IL-6 hIL-6 20 ng/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinanter humaner sIL-6R hsIL-6R 500 ng/ml Zur Verfiigung gestellt von
G. Miiller-Newen, RWTH
Aachen
Hyper-IL-6 h-IL-6 1-50ng/ml Zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. J. Scheller und Dr.
D. Floss, Diisseldorf.
Rekombinantes humanes Oncostatin M hOSM 20 ng/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes murines Interferon-y mIFNy 500-1000 U/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes murines IL-6 mlL-6 0.1-5ng/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes murines Oncostatin M mOSM 10-20 ng/ml R&D Systems, Wiesbaden
Rekombinantes murines TNFa mTNFa 10 ng/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes Ratten Oncostatin M rOSM 10-20 ng/ml PeproTech, Hamburg
Rekombinantes Ratten Interferon y rIFNy 500-1000 U/ml PeproTech, Hamburg
Choleratoxin Ctx 0.5 ug/ml Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lipopolysaccharid (0111:B4)* LPS 100 ng/ml Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lipopolysaccharid ( 0127:B8) LPS 100 ng/ml Zur Verfiigung gestellt von

Prof. Dr. M. Lutz, Universitat
Wiirzburg

(* LPS, das standardmafsig fiir die Stimulation der KM-DZ Kulturen verwendet wurde)

2.3  Inhibitoren

Tabelle 2: Bezeichnung der verwendeten Inhibitoren, deren Herkunft und jeweils eingesetzte Konzentration.

Inhibitor Konzentration Inkubationszeit Hersteller
. Zur Verfiigung gestellt von
R406 Syk 5uM 30 min )
AG Nieswandt
. . MerckMillipore,
$B202190 p38 Inhibitor 10uM 20-30 min
Darmstadt
. . Absource Diagnostics
S$B202190 p38 Inhibitor 10uM 20-30 min .
(Selleckchem), Miinchen
. . MerckMillipore,
S$B203085 p38 Inhibitor 10uM 20-30 min
Darmstadt
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. . MerckMillipore,
Mek1/2 Inhibitor Mek1/2 5uM 30 min
Darmstadt
. . Absource Diagnostics
IKK16 IKK Inhibitor 5uM 30 min .
(Selleckchem), Miinchen
PI3 Kinase . Invitrogen Life
Ly294002 . 20uM 30 min .
Inhibitor Technologies, Darmstadt
. . Sigma-Aldrich,
Filipin IIT Cholesterol 5mg/ml 1-5 min )
Taufkirchen
. . Sigma-Aldrich,
Dynasore Dynamin 80uM 1-5 min )
Taufkirchen
. . Applichem,
Glucose Dynamin 0.45M 1-5 min
Darmstadt

24  Antikdrper

241 Antikorper fiir Western Blot

Tabelle 3: Bezeichnung und Beschreibung der verwendeten Western Blot Antikérper, deren Herkunft und
jeweils eingesetzte Konzentration.

Spezifitit

Wirtsspezies

Konzentration

. Hersteller

Anti-Maus OSMRp pk Ziege 1:1000 R&D" Systems, Wiesbaden
Anti-Maus gp130 (M-20) pk Kaninchen 1:250 Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Maus LIFR (C-19) pk Kaninchen 1:250 Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Jak1 6G4 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-Jak2 D2E12 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-STAT1 (Y701) pk Kaninchen 1:1000 CST", Frankfurt a. M.
Anti-ph-STAT1 (Y701) D4A7 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-STAT1 (S727) pk Kaninchen 1:1000 CST", Frankfurt a. M.
Anti-ph- STAT1 (S727) D3B7 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-STAT1 pk Kaninchen 1:1000 CST™, Frankfurt a. M.
Anti-ph-STAT3 (Y705) 3E2 Maus 1:1000-2000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-STAT3 (5727) pk Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-STAT3 124H6 Maus 1:1000-2000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-NFxB p65 (Ser536) 93H1 Kaninchen 1:10000 CST", Frankfurt a. M.
Anti-NF«B p65 C22B4 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-IKKoa/f (Ser176/180) 16A6 Kaninchen 1:1000 CST", Frankfurt a. M.
Anti-IKKa pk Kaninchen 1:1000 CST™, Frankfurt a. M.
Anti-IKKB L570 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-IkBa (Ser32) 14D4 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-IxBa pk Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-PI3K p85 pk Kaninchen 1:1000 CST", Frankfurt a. M.
Anti-ph-Akt (S473) D9E Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-Akt pk Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-p38 (T180/Y182) D3F9 Kaninchen 1:1000 CST", Frankfurt a. M.
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Anti-p38 D13E1 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-MK2 (T33) 27B7 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-MK2 (T22) Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-MK2 pk Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-p44/42 (T202/Yz204) E10 Maus 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-p44/42 pk Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-RIG-I D14G6 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-MDA5 D74E4 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-IRF1 D5E4 Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-ph-IRF3 (Sz0) 4D4G Kaninchen 1:1000 CST”, Frankfurt a. M.

IRF3 (FL-425) pk Kaninchen 1:250 Santa Cruz, Heidelberg
Anti-PTPN2 (TC-PTP) Kaninchen 1:1000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Anti-GAPDH 14C10 Kaninchen 1:2000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-a-Tubulin pk Maus 1:3000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Anti-Maus IgG-HRP Pferd 1:2000-3000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-Kaninchen IgG-HRP Ziege 1:2000 CST”, Frankfurt a. M.
Anti-Ziege IgG-HRP Kaninchen 1:3000-4000 Dako (Biozol), Eching
Anti-Biotin-HRP Ziege 1:3000 CST”, Frankfurt a. M.

(* Research and Development)
(** Cell Signaling Technology)

24.2

eBeads und Antikorper fiir die FACS Analyse

Fiir die Analyse myeloider und lymphoider Zellen mittels FACS wurden Maus spezifische

Antikorper verwendet, die mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC), R-Phycocerythrin (PE),

Indocarbocyanin (Cy), Allophycocyanin (APC), Perdinin-Chlorophyll (PerCP) oder Tandem-

Konjugaten markiert waren.

Tabelle 4: Bezeichnung und Beschreibung der verwendeten FACS Antikorper fiir die Oberflichenfirbung,
deren Herkunft und jeweils eingesetzte Konzentration.

Spezifitit Isotyp Klon Konzentration  Hersteller

CD16/CD32 Ratte, IgG, A 93 1:200 eBioscience, Frankfurt a.M.
B220 eFluor450 Ratte, IgG2a, k= RA3-6B2 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD3 eFluor450 Ratte, IgG2a, 1« 17A2 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD4 PeCy7 Ratte, IgG2b, « = GK1.5 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD8a PerCP Cy5.5 Ratte, IgG2a, k= 53-6.7 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD11b APC Hamster, IgG N418 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD11c PeCy7 Hamster, IgG N418 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD11c APC Hamster, IgG N418 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD19 APC Maus, IgG, x MB19-1 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD40 APC Ratte, IgG2a, k. 1C10 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD45 APC eFluor780 Ratte, IgG2b, x ~ 30-F11 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CDS80 APC Hamster IgG 16-10A1 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
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CD86 APC Ratte, IgG2a, «  GL1 1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD135 (F1t3) APC Ratte, IgG2a, 1« A2F10 1:20 BioLegend, London (UK)
Lineage cocktail FITC:
145-2C11

CD3e FITC

Hamster IgG RB6-8C5
Ly-6G/Ly-6C FITC ,
CD11b Ratten IgG2a M1/70 20 pl/1*109 BioLegend, London (UK)

Ratten IgG2b RA3-6B2
B220

Ter-119

TER-19
MHC II eFluor450 Ratte, IgG2b, «  M5/114.15.2  1:300 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD118 (LIFRB) PE Ratte, IgG1 673602 1:15 R&D Systems, Wiesbaden
CD126 (IL-6R«) PE Ratte, IgG2b D7715A7 1:150 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD130 (IL-6RpB) PE Ratte, IgG2a 125623 1:10-20 R&D Systems, Wiesbaden
CD130 (IL-6Rp) PE* Ratte, IgG2a, k= KGP130 1:150 eBioscience, Frankfurt a.M.
IL-27Rax (WSX-1/TCCR) PE Ratte, IgG2b 263503 1:15 R&D Systems, Wiesbaden
Isotyp PE Ratte, IgG2a, k. eBR2a 1:15 eBioscience, Frankfurt a.M.
Isotyp PE Ratte, IgG2b, k= eB149/10H5  1:15 eBioscience, Frankfurt a.M.
Isotyp PE Ratte, IgG 1:15 Emfret, Eibelstadt

(* wenn nicht anders vermerkt, wurde dieser Antikorper standardmafig fiir die Analyse der gp130 Expression
verwendet)

Tabelle 5: Bezeichnung der verwendeten Comp eBeads fiir die FACS Analyse.

Spezifitit Verwendung Hersteller
OneComp Beads FACS Kompensation eBioscience, Frankfurt a.M.
UltraComp Beads FACS Kompensation eBioscience, Frankfurt a.M.

2.5  Small interfering ribonucleic acid (siRNA)

Alle small interfering ribonucleic acids (siRNAs) wurden als ON-TARGET plus SMART pool
oder ON-TARGET plus Set of 4 von der Firma Dharmacon, verkauft von Thermo Fisher
Scientific Inc. (Darmstadt), bezogen. Die nonsilencing control siRNA wurde von der Firma
Qiagen (Hilden) bezogen.

Tabelle 6: Bezeichnung und Beschreibung der verwendeten siRNAs.

human STAT1 siRNA NM_007315, NM_139266

human STAT3 siRNA NM_139276, NM_2123662, NM_003150

human IRF1 siRNA NM_002198

human LIFR siRNA XM_005248302, NM_002310, XM_005248303, NM_001127671 XM_005248301
human PTPN2 siRNA NM_080426, NM_001207013, NM_002828, NM_080422

human SUMOT1 siRNA NM_001005781, NM_003352, NM_001005782
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human PML siRNA

NM_033250,XM_005254461,XM_005254462,NM_033246,
XM_005254454,XM_005254456,XM_005254455,
XM_005254452,NM_033240,XM_005254453,NM_033239,
NM_033247,NM_033238,NM_002675,XM_005254451,
NM_033249,XM_005254460,XM_005254459,XM_005254458, XM _005254457,
NM_033244

human SOCS3 siRNA

NM_003955

non-silencing control siRNA

2.6 Protein Marker

Protein Marker fiir SDS-Gel und Western Blot:

PageRuler™ Plus Prestained Protein Marker (10-250 kDa) (Fermentas, St. Leon-Rot)
Biotinylierter Protein Marker (9-200 kDa) (CST?, Frankfurt a.M)

2.7  Primer Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

bezogen.

Tabelle 7: Ubersicht der fiir die qRT-PCR verwendeten humanen Primer.

Primer GC Gehalt Linge Sequenz (5'->3’) Genbezeichnung
hGAPDH for 57,9 19 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3' ' CAPDE
hGAPDH rev 52,6 19 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3’

hRIG-I for 39,1 23 5-CTTTTTCTCAAGTTCCTGTTGGA-3’ DDX58
hRIG-I rev 45 20 5-TCCCAACTTTCAATGGCTTC-3’

hMDAS for 52,6 19 5-GGCACCATGGGAAGTGATT-3’ IFHIT
hMDAS5 rev 39,1 23 5-GATGATGATATTCTTCCCTTCCA-3’

hIRF1 for 57,9 19 5-CAGCCCAAGAAAGGTCCTC-3’ IRF1
hIRF1 rev 47,6 21 5-TTGAACGGTACAGACAGAGCA-3’

hIRF?7 for 61,1 18 5-AGCTGTGCTGGCGAGAAG-3 IRE7
hIRF7 rev 52,6 19 5-CATGTGTGTGTGCCAGGAA-3’

hIRF9 for 57,9 19 5-AGCCTGGACAGCAACTCAG-3’ IRF9
hIRF9 rev 55 20 5-GAAACTGCCCACTCTCCAC-3'T

hSTAT3 for 47,6 21 5-CCCTTGGATTGAGAGTCAAGA-3’ STAT3
hSTAT3 rev 55 20 5-AAGCGGCTATACTGCTGGTC-3’

hSOCS3 for 52,6 19 5-AGACTTCGATTCGGGACCA-3’ S0CS3
hSOCS3 rev 52,6 19 5-AACTTGCTGTGGGTGACCA-3’

3 Cell Signaling Technology
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hSOCS1 for 57 19 5-CCCCTGGTTGTTGTAGCAG-3" SOCS1
hSOCS1 rev 60 20 5-GTAGGAGGTGCGAGTTCAGG-3"

hLIFR for 55 20 5-GGCCCGGAGAAGAGTATGTA-3" LIFR
hLIFR rev 47,6 21 5-TCACCACTCCAACAATGACAG-3

hPML for 39,1 23 5-ACCTCAAGATTGACAATGAAACC-3 PML
hPML rev 55 20 5-ACACGGCCTTGGAGTAGATG-3"

hSUMOTL for 50 20 5-AAGCCACCGTCATCATGTCT-3" SUMOT
hSUMOT1 rev 47,6 21 5-TTATCCCCCAAGTCCTCAGTT-3"

Tabelle 8: Ubersicht der fiir die qRT-PCR verwendeten murinen Primer.

Primer GC Gehalt Linge Sequenz (5'->3') Genbezeichnung ‘
mActin for 50 20 5-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3 Acth
mActin rev 55 20 5-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’

mGAPDH for 52,4 21 5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3" Gapdh
mGAPDHrev 43,5 23 5-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3"

mRIG-I for 61,1 18 5-TCCTGGCTCGAGGATGAG-3" Dix58
mRIG-I rev 50 20 5-TGACTGCAGCTTCAACAGGT-3

mMDAS for 55 20 5-CTGCCCAGAAGACAACACAG-3 il
mMDAS rev 47,6 21 5-TCCAGACTTGACTCATCGACA-3’

mMDAS forII 55 20 5-CCTGCTGTCGATGAGTCAAG-3' il
mMDA5revIl 43 23 5-GCCAAACTTGTGTCTGATTCTGT-3

mIRF1 for 61,1 18 5-CTCTGCTGTGCGGGTGTA-3" I
mIRF1 rev 55 20 5-CCACACAGCTTCCTCTTGGT-3"

mIRF7 for 57,9 19 5-ACCCTGATCCTGGTGAAGC-3’ 17
mIRF7 rev 50 20 5-TAGACAAGCACAAGCCGAGA-3’

mIRF9 for 55 20 5-CAGCAACTGCAACTCTGAGC-3 I
mIRF9 rev 55 20 5-AGCAGCAGCGAGTAGTCTGA-3

mGP130 for 50 20 5-TCCCATGGGCAGGAATATAG-3’ ll6st
mGP130 rev 50 20 5-CCATTGGCTTCAGAAAGAGG-3'

mOSMR for 47,6 21 5-CCAAAAAGAGTTCAGCACACC-3 Osmr
mORMR rev 55 20 5-CCGACCACACTTGTCTCCAT-3

mIL-6R for 57,9 19 5-ATCCTCTGGAACCCCACAC-3’ L6y
mIL-6R rev 47,8 23 5-GAACTTTCGTACTGATCCTCGTG-3"

mLIFR for 50 20 5-TGTGTTTGCCTTGTGAGAGG-3 Lif
mLIFR rev 36 25 5-TCTTTTATTGTCTACCATCCACGAT-3"

mOSM for 52,4 21 5-TGCTCCAACTCTTCCTCTCAG-3 Osm
mOSM rev 52,6 19 5-CAGGTTTTGGAGGCGGATA-3"

mlIL-6 for 34,6 26 5-TCTAATTCATATCTTCAACCAAGAGG-3 16
mlL-6 rev 55 20 5-TGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3"

mSOCS3 for 52,6 19 5-ATTTCGCTTCGGGACTAG-3’ Socs3
mSOCS3 rev 50 20 5-AACTTGCTGTGGGTGACCAT-3

mlL-1a for 38,1 21 5-TTGGTTAAATGACCTGCAACA-3" a
mIL-1a rev 57,9 19 5-GAGCGCTCACGAACAGTTG-3’

mIL-1p for 47,4 19 5-TTGACGGACCCCAAAAGAT-3 b
mlIL-1P rev 52,6 19 5-GATGTGCTGCTGCGAGATT-3"

mIL-10 for 55 20 5-CAGAGCCACATGCTCCTAGA-3" 110
mIL-10 rev 50 20 5-TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT-3"
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mIL-2 for 52,4 21 5-GCTGTTGATGGACCTACAGGA-3 IZZ
mIL-2 rev 45 20 5-TTCAATTCTGTGGCCTGCTT-3'

mIL-12p40 for 63,2 19 5-GACTCCAGGGGACAGGCTA-¥ 112
mIL-12p40rev 50 22 5-GGAGATGGTTAGCTTCTGAGGA-3"

mIL-12p35 for 42,9 21 5-TCAGAATCACAACCATCAGCA-3 12
mIL-12p35rev 45,9 22 5-CGCCATTATGATTCAGAGACTG-3

mIL-23p19 for 54,5 22 5"-TCCCTACTAGGACTCAGCCAAC-3 123
mIL-23p19rev 57,9 19 5-AGAACTCAGGCTGGGCATC-3’

mTNFa for 52,4 21 5-TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC-3" Tnf
mTNFa rev 50 20 5-GAGGCCATTTGGGAACTTCT-3'

mTGEFp for 61,1 18 5-CCTTCCTGCTCCTCATGG-3" Tefb1
mTGEFp rev 55 20 5-CGCACACAGCAGTTCTTCTC-3

Tabelle 9: Ubersicht der fiir die qRT-PCR verwendeten Ratten Primer.

Zielgen GC Gehalt Linge Sequenz (5'->3’) Genbezeichnung
rGAPDH for 52,6 19 5-TGGGAAGCTGGTCATCAAC-3 Gapdh
rGAPDH rev 45 20 5-GCATCACCCCATTTGATGTT-3

rRIG-I for 50 20 5-AGAACAAACCAGGCAACAGG-3’ Dix58
rRIG-I rev 57,9 19 5-CGACCGAGGTAGCAATCAG-3’

rMDAS for 47,4 19 5-CGCCATCGATGCATTAAGT-3" It
rMDAS rev 45,5 22 5-GCCAAACTTGTGTCTGATTCTG-3'

rIRF1 for 47,8 23 5-AAGGGAAGTTACCTGAGGACATC-3' I
rIRF1 rev 48,1 27 5-GCTGAAGTCTCCATAGACAGTAGAGAG-3’

rIRF7 for 50 20 5-TCTGGATGAAGCTGATGCAC-3" Iy
rIRF7 rev 66,7 18 5-GCCTCTGGGGGTGGTAAG-3

rIRF9 for 55,6 18 5-ACAGCGGCAGCAATGTCT-3’ I
rIRF9 rev 50 20 5-TTCAGTTGTGCCAGCTCCTT-3"

2.8 Gerite

ABI PRISM® 7900HT, real time PCR cycler
BD FACS Canto [I™

Benchtop Zentrifuge

Biometra Multigel und Maxigel
Cawomat2000IR Entwicklermaschine
Countess™, automatischer Zellzdhler

FluorChemQ, Western Blot Imager

Einkanalpipetten (10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 ul)

Einkanalpipetten (20 pl, 200 pl, 1000 ul)
Evos™ XL core (digital inverted microscope)
Kiihlgerate (4°C, -20°C)

gentleMACS™ QOcto Dissociator

Life Technologies, Darmstadt
BD Biosciences, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Analytik Jena, Jena

Cawo, Schrobenhausen

Life Technologies, Darmstadt
ProteinSimple, San Jose, CA (USA)
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Peglab, Erlangen

Liebherr, Biberach an der Rifs
Miltenyi, Bergisch-Gladbach
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Hamilton®, Mikroliterspritze (50 pl)

Heraeus HERAcell 240®, cell incubator

Heraesus HER Afreeze, -80°C freezer

High Performance Zentrifuge
(Avanti™]25, Avanti™]-20XP)

Lichtmikroskop, Leica DMIL

Mastercycler® pro

Mehrkanalpipetten (30 - 300 pl)

Multiskan EX

NanoPhotometer® P 300

pH Sensor, FE20 - FiveEasy™ pH

Pipetus®, elektrische Pipettierhilfe

Power Supply

QIAgility Pipettierroboter

Rontgenkassette

Sterilbank, BDK-S 1200

Thermomixer compact

Vortex-Genie® 2, Vortexer

Wasserbad

Western Blot Kammer, semi-dry blotting

2.9 Verwendete Mausstamme

C57BL/6]
C57BL/6]

C5 7BL/6_TgHIl b65tL784AIL785A1Hema

B6.129S52-1161m1Kepf

Bonduz, Schweiz

Thermo Fisher Scientific Inc., Darmstadt
Thermo Fisher Scientific Inc., Darmstadt
Beckmann Coulter, Krefeld

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Darmstadt
Implen, Miinchen

Mettler-Toledo, Giessen

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Consort, Turnhout (BE)

Qiagen, Hilden

Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg
BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnebiihl

Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, Schwerte
Gesellschaft fiir Labortechnik; Burgwedel
Peglab, Erlangen

(Janvier; im Weiteren als WT bezeichnet)
(Riickkreuzung/Eigenzucht; im Weiteren
als WT bezeichnet)

(Eigenzucht; im Weiteren als gpl130tias
bezeichnet)

(im Weiteren als IL-67- bezeichnet)

Alle fiir diese Experimente verwendeten Versuchstiere wurden in der lokalen

Tierhaltung des Rudolf-Virchow-Zentrums oder im Zentrum fiir Experimentelle

Molekulare Medizin der Universitat Wiirzburg geziichtet und gehalten oder von

Janvier Labs (Saint Berthevin, Frankreich) bezogen und in die Tierhaltung

aufgenommen. Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen (Hell-

Dunkel-Rhythmus von 12 h, Standardfutter, Wasser ad libitum). Die Erzeugung der
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neuen transgenen Mauslinie wurde von der Bezirksregierung Unterfranken
genehmigt (Aktenzeichen: 55.2-2531.01-21/10).

Alle Versuchstiere wurden mit Isofluran narkotisiert, durch zervikale Dislokation
getotet und vor der Organentnahme aduflerlich mit 70%-igem Ethanol desinfiziert.

Fiir die Experimente wurden weibliche Tiere im Alter von 8 - 14 Wochen verwendet.

Die gpl130it44 Maus wurde erstmals in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Heike
Hermanns von Dr. Christine Mais generiert. Die genetisch veranderte Mauslinie
exprimiert eine punktmutierte gp130 Variante, in der das im zytoplasmatischen
Bereich von gp130 vorliegende Dileucin-Motiv (Lsz, L7s) zu Dialanin verandert
wurde, weshalb diese Form von gp130 vermutlich resistent gegeniiber der Liganden-

und crosstalk-vermittelten Endozytose ist [52, 53, 147].

Die fiir die Generierung von IL-67- KM-DZ benétigten femoralen Knochen der IL-67
Maus [189] wurden freundlicherweise von Dr. Christoph Garbers, Institut fiir

Biochemie, Universitit Kiel zur Verfligung gestellt.

210 Verwendete primire Zellen und Zelllinien

X63-Ag8653 nichtadharent ~wachsende murine  Myelomzellline zur
Gewinnung GM-CSF-haltigen Uberstandes; Kultivierung in
RPMI-1640 erganzt mit 10% fotalem Kalberserum (FKS), 1%
Penicillin/Streptomycin (P/S) und 50 uM 2-Mercaptoethanol
(siehe auch Abschnitt 3.1.4); zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr.
Manfred Lutz, Virologie Universitat Wiirzburg

KM-DZ nichtadharent wachsende Knochenmark-generierte dendritische
Zellen von WT, gp130't44 und IL-67 Mausen; Kultivierung in
RPMI-1640 erganzt mit 10% FKS, 1% P/S, 50 uM 2-Mercapto-
ethanol und 10% GM-CSF Uberstand (siehe auch Abschnitt 3.1.6)

HDF adhdrent wachsende humane primdre dermale Fibroblasten
verschiedener Spender; Kultivierung in DMEM erganzt mit
10% FKS; zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. H. F. Merk und
Yvonne Marquart, Dermatologie Universitat RWTH Aachen

MDF adhdarent wachsende murine primdre Hautfibroblasten;
Kultivierung in DMEM erganzt mit 15% FKS und 1% P/S; zur
Verfligung gestellt von Dr. Christine Mais (AG Hermanns)
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NRCFB adharent wachsende primaére neonatale kardiale
Rattenfibroblasten (neonatal rat cardiac fibroblasts); Kultivierung in
Medium 199 erganzt mit 10% FKS; zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. Kristina Lorenz, Rudolf-Virchow-Zentrum Universitat
Wiirzburg

RDF adharent wachsende primédre dermale Rattenfibroblasten
(Provitro, Berlin); Kultivierung in Medium 199 erganzt mit
10% FKS

VSMC adharent wachsende murine primdre vaskuldre glatte

Muskelzellen (vascular smooth muscle cells), Kultivierung in
DMEM erganzt mit 10%FKS, 10%MS, 1%P/S und 0,2%
Amphotericin B; zur Verfiigung gestellt von Dr. Carmen Schéfer
(AG Hermanns)
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3. METHODEN

3.1 Methoden der Zellbiologie

3.1.1 Kultivierung von Zellen

PBS (pH 7,4): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4
Trypsin: 0,05% Typsin-EDTA (1X) (Gibco, Karlsruhe)
Accutase (Gibco, Karlsruhe)

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden gemafs der allgemeinen Verhaltensregeln
unter einer Sterilbank, die regelmafdig mit Bacillol desinfiziert wurde, durchgefiihrt.
Losungen sowie Medien wurden vor Gebrauch auf 37°C erwarmt. Mit Ausnahme
der KM-DZ erfolgte die Kultivierung der Zellen in einer wassergesattigten
Atmosphare bei 37°C und 5% CO.. Die KM-DZ wurden in einer wassergesattigten
Atmosphare bei 37°C und 7% CO:kultiviert.

Fiir die Weiterkultivierung von adharent wachsenden Zellen wurden konfluente
Zellkulturplatten zunédchst mit PBS gewaschen und die Zellen durch die Behandlung
mit Trypsin/EDTA oder Accutase von der Platte geldst. Je nach vorliegender
Konfluenz wurden die Zellen in Verdiinnungen von 1:2 bis 1:10 in frischem Medium

auf neue Zellkulturplatten ausgesat.

3.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Einfriermedium: Kulturmedium, 50% FKS, 10% DMSO

Fir die Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in 1ml Einfriermedium
aufgenommen, in Kryordhrchen tiiberfiihrt und bei -80°C in einem Kryomaster iiber
Nacht (iiN) eingefroren, bevor sie zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff
uiberfiihrt wurden.

Zum Auftauen wurden die Zellen kurz im 37°C Wasserbad inkubiert und zum
Entfernen des DMSO in 10ml Zellkulturmedium aufgenommen. Anschlieffend
wurden die Zellen zentrifugiert (5min, 1000 rpm/121rcf), im Zellkulturmedium

resuspendiert und auf einer Zellkulturplatte ausgesat.
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3.1.3 Zellzihlung und Vitalititstest

Trypanblau: 0,4%ige Trypanblau-Lésung (Invitrogen Life Technologies, Darmstadt)

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension mit 0,4% Trypanblau in
einem Verhaltnis von 1:1 verdiinnt und mit Hilfe des Zellzahlgerates Countess™ Cell
Counter ausgezahlt. Da tote Zellen aufgrund ihrer durchlassig geworden Membran
blau gefirbt werden, erlaubt diese Methode eine selektive Auszdhlung von

ungefarbten lebenden Zellen.

3.14 Gewinnung von GM-CSF-haltigen Zellkulturiiberstinden

Kulturmedium: RPMI-1640, 10% FKS, 1% P/S, 50 uM 2-Mercaptoethanol

Fir die Gewinnung von GM-CSF- (granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
haltigen Uberstinden wurde eine mit dem GM-CSF-Gen transfizierte Myelom-X63-
Ag8-Zellinie verwendet [190]. Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese in 10 ml
Kulturmedium resuspendiert und fiir bis zu 2 Tage auf Zellkulturschalen (10 cm)
kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen geerntet und mit einer Dichte von 1x10”
Zellen pro 100 ml Kulturmedium auf Zellkulturflaschen (T-175) ausgesat. Nach 2-3
Tagen wurde der Zellkulturiiberstand verworfen und gegen 100ml frisches
Kulturmedium ausgetauscht. Nachfolgend wurde alle 3 -4 Tage, wenn das Medium
aufgrund des pH-Wertes einen orange-gelben Farbton angenommen hatte, der
Uberstand abgenommen, zentrifugiert (5min, 1000 rpm/121 rcf) und in ein steriles
Gefaf3 tiberfiihrt. Die Zellkulturflaschen wurden mit 100 ml frischem Kulturmedium
aufgefiillt und weitere 3-4 Tage kultiviert. Insgesamt wurde diese Prozedur
2-3-mal wiederholt. Vor der Verwendung wurde der Zellkulturiiberstand steril
filtriert. Zur Langzeitaufbewahrung wurde das Filtrat in 50ml Aliquots bei -80°C
gelagert.

3.1.5 Praparation von Zellen aus lymphatischen Organen der Maus

Alle Versuchstiere wurden mit Isofluran narkotisiert, durch zervikale Dislokation

getotet und vor der Organentnahme duflerlich mit 70%-igem Ethanol desinfiziert.
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3.1.5.1 Praparation von Milz oder Lymphknoten fiir die durchflusszytometrische

Analyse

Kulturmedium: RPMI-1640, 10% FKS, 1% P/S, 50 uM 2-Mercaptoethanol

Erythrozytenlyse-Puffer: 10 mM KHCOs, 150 mM NH4Cl, 0,1 mM EDTA

Verdaupuffer: Kulturmedium, 1 mg/ml DNase I (AppliChem, Darmstadt), 1 mg/ml Kollagenase III (Worthington,
Lakewood, NJ USA) (2 ml/ Milz, 1 ml/ Lymphknoten)

Praparationspuffer: PBS, 5% FKS, 1 mM EDTA (Applichem, Darmstadt)

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden die inguinalen Lymphknoten
und/oder die Milz entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in PBS bei 4°C
aufbewahrt. Die Lymphknoten (LK) wurden mittels zweier gebogener Pinzetten, die
Milz mit Hilfe des gentleMACS Octo Dissociators, gemafs den Hersteller Angaben
[191], in kleine Gewebestiicke zerteilt. Anschlielend wurden diese zentrifugiert
(5 min, 1200 rpm/ 174 rcf) und in 1 ml (Lymphknoten) bzw. 2 ml (Milz) Verdaupuffer
resuspendiert. Das Milzgewebe wurde vor dem enzymatischen Verdau zusétzlich
einer Erythrozytenlyse, wie unter Abschnitt 3.1.5.2 beschrieben, unterzogen. Fiir
einen effektiven Verdau des Gewebes wurden die Proben unter stetiger Bewegung
fiir 30 min bei RT inkubiert. Zur Trennung der DZ/T-Zell-Komplexe wurde nach
Inkubationsende 10 mM EDTA zugegeben und die Proben fiir weitere 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieSfend wurden 10ml Prédparationspuffer zugegeben und die
Zellsuspensionen {iiber ein Zellsieb (70 uM) passagiert. Die Zellen wurden gezahlt

und direkt zur durchflusszytometrischen Analyse (siehe Abschnitt 3.3.5) verwendet.
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Auswertungsstrategie zur Identifizierung myeloider Zellen
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Abb. 7: Auswertungsstrategie zur Identifizierung myeloider und lymphoider Zellen der Milz und
Lymphknoten. (A) Dargestellt ist die zur Identifizierung der konventionellen DZ (kDZ), plasmazytoiden DZ
(pDZ) und Makrophagen (M®) verwendete Auswertungsstrategie. Fiir die Analyse wurden nur lebende
Einzelzellen beriicksichtigt. CD11chieh B220- Zellen sind als kDZ, CD11c* B220* Zellen als pDZ und CD11c"w B220-
Zellen als M® definiert. (B) Dargestellt ist die zur Identifizierung der B- und T-Zellen verwendete
Auswertungsstrategie. Fiir die Analyse wurden nur lebende CD45* Einzelzellen beriicksichtigt. CD19* Zellen sind
als B-Zellen (rote Begrenzung) und CD3* als T-Zellen definiert (blaue Begrenzung), die im Weiteren in (CD3*)
CD4* und (CD3*) CD8* T-Zellen unterteilt wurden.

3.1.5.2 Praparation des Knochenmarks

PBS (pH 7,4): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na:HPO4, 2 mM KH2POu
Erythrozytenlyse-Puffer: 10 mM KHCOs, 150 mM NH:Cl, 0,1 mM EDTA
Kulturmedium: RPMI-1640, 10% FKS, 1% P/S, 50 uM 2-Mercaptoethanol

Fiir die Gewinnung des Knochenmarks wurde der Femur freipréapiert, entnommen
und bis zur Weiterverarbeitung in PBS bei 4°C aufbewahrt. Das noch am Knochen
befindliche Gewebe wurde mittels Praparierbesteck sowie Papiertiichern unsteril
entfernt. Zum Desinfizieren wurden die Knochen in 70%-igem Ethanol inkubiert und
anschlieflend in steriles PBS tiberfiihrt. Nach dem Abtrennen der Epiphysen mit
einer sterilen Schere, wurde das Knochenmark mit PBS mit einer Kanitile aus dem
Knochen gespiilt und in einer sterilen Petrischale mit PBS aufgefangen. Zum
Vereinzeln der Zellen wurde das Knochenmark mehrmals auf- und abpipettiert und

anschliefend tiiber ein Zellsieb (70 uM) passagiert. Die Zellsuspension wurde
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zentrifugiert (5 min, 1500 rpm/274 rcf) und zur Bestimmung der Zellzahl in 10 -20 ml
Kulturmedium resuspendiert.

Fiir die durchflusszytometrische Analyse sowie zur Herstellung von Zelllysaten
wurden die Knochenmarkszellen einer Erythrozytenlyse, wie unter Abschnitt 3.1.5.2

beschrieben, unterzogen.

Auswertungsstrategie zur Identifizierung von DZ-Vorlauferzellen im Knochenmark
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Abb. 8: Auswertungsstrategie zur Identifizierung von DZ-Vorlduferzellen im Knochenmark. Dargestellt ist die
zur Identifizierung der DZ-Vorlduferzellen des Knochenmarks verwendete Auswertungsstrategie. Fiir die
Analyse wurden nur lebende Einzelzellen beriicksichtigt. Durch die Verwendung eines Linienmarkers (CD3,
Ly-6G/Ly-6C, CD11b, B220, TER-19) wurden zundchst die Linien-negativen (Lin-) Zellen selektiert und
anschlieffend auf die Expression von MHCII, CD11c und CD135 (= Flt3L) untersucht. Lin MHCII*CD11cCD135*
Zellen (rote Begrenzung) wurden als Makrophagen/DZ Vorlduferzellen (MDP/CDP) und LinMHCII
CD11c*CD135* praDZ definiert (griine Begrenzung). (Abkiirzungen: CDP - common dendritic cell progenitors; DZ -
dendritische Zellen; Lin - lineage; MDP - marcophage/dendritic cell progenitor cells).



METHODEN 49

3.1.6 Generierung dendritischen Zellen aus murinem Knochenmark

Erythrozytenlyse-Puffer: 10 mM KHCOs, 150 mM NH4Cl, 0,1 mM EDTA
Kulturmedium: RPMI-1640, 10% FKS, 1% P/S, 50 uM 2-Mercaptoethanol, 10% GM-CSF Uberstand

Die Gewinnung von DZ aus murinem Knochenmark erfolgte gemafs der Methode
nach Inaba et al. [167], mit Modifikationen nach Lutz et al. [192].

Die isolierten Knochenmarkszellen wurden (ohne vorhergehende Depletierung
oder Erythrozytenlyse) mit einer Dichte von 2x10° Zellen/ml auf 6 cm bzw. 10 cm
Petrischalen in 3ml bzw. 10ml Kulturmedium oder mit einer Dichte von 1x10°
Zellen/ml pro Vertiefung auf einer 12well-Zellkulturschale ausgesat und bei 37°C und
7% COz kultiviert. Fiir die Ausreifung der DZ wurde das Kulturmedium mit
10% GM-CSF-haltigen Uberstand versetzt. An Tag 3 wurden weitere 3 ml (pro 6 cm),
10 ml (pro 10 cm) bzw. 1 ml (pro well) Kulturmedium, welches 10% GM-CSF-haltigen
Uberstand enthielt, zugegeben. An Tag 6 und 8 wurde jeweils die Halfte des
Zellkulturiiberstandes abgenommen und durch die gleiche Menge an frischem
Kulturmedium plus 10% GM-CSF-haltigen Uberstand ersetzt. Die KM-DZ Kulturen
wurden je nach Experiment an Tag 3, 6, 8 oder 9 verwendet. Fiir die phanotypische
Charakterisierung der KM-DZ  wurden die nichtadhdrenten Zellen
durchflusszytometrisch auf die Expression der DZ-Oberflachenmarker CD11c und
MHCII sowie der Kostimulatoren CD80 und CD86 und des Aktivierungsmarkers
CD40 untersucht.

Das fiir die Generierung von KM-DZ verwendete Knochenmark wurde nicht
gepoolt, sondern es wurde fiir jede Maus eine separate KM-DZ Zellkultur

angefertigt.

3.1.7 Durchflusszytometrische Analyse

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Einzelzellen aufgrund ihrer
Lichtstreuungseigenschaften sowie der emittierten Strahlung Fluoreszenz-
gekoppelter Antikorper charakterisiert werden.

Die in einer Suspension vorliegenden Zellen werden, bedingt durch einen
Uberdruck, in eine Messkiivette transportiert, in der sie Laserstrahlen mit
unterschiedlichen Anregungswellen passieren. Beim Passieren des Laserstrahls
erfolgt eine Richtungs- bzw. Wellenlangenanderung des angeregten Lichts, wobei
eine Auftrennung in ein Vorwaértsstreulicht (FSC, engl. forward scatter channel) und ein

Seitwartsstreulicht (SSC, engl. side scatter channel) erfolgt. Das Vorwartsstreulicht gilt
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als Maf$ fiir die Lichtbrechung im flachen Winkel und gibt Aufschluss iiber die
Zellgrofle. Das Seitwértsstreulicht gilt als Maf3 fiir die Brechung des Lichts im rechten
Winkel und gibt Auskunft tiber die Granularitit der Zelle. Zusatzlich zu den
Streulichtsignalen wird das emittierte Licht der angeregten Fluoreszenzsignale
detektiert und mit Hilfe mehrerer Photovervielfaltigerréhren (PM, engl.
Photomultiplier) in elektrische Signale umgewandelt. Durch Verwendung
verschiedener Longpass (LP)- und Bandpass (BP)-Filter konnen Fluorophore, die von
den gleichen Lasern angeregt werden und deren Emission nahe beieinander liegt,
differenziert werden.

Die gemessenen Signale wurden durch die FACSDiVa Software (v6.1.1) verarbeitet
und gespeichert. Die Auswertung der gewonnen Daten erfolgte mit Hilfe der
Flow]Jo X 10.0.7 Software (TreeStar Inc., Ashland USA).

3.1.7.1 Oberflichenfirbung

PBS (pH 7,4): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4
FACS Waschpuffer: PBS (pH 7,4), 5% FKS
FACS Farbepuffer: PBS (pH 7,4), 5% FKS, 0,1% 1 M NaNs

Fiir die Oberflaichenfairbung wurden 1x10° bis 1x10”7 Zellen einer
Einzelzellsuspension von Milz, LK und Knochenmark bzw. 1x10° bis 1x10° Zellen
einer KM-DZ Kultur verwendet. Die Zellen wurden auf eine 96well Rundboden
Platte tiberfiihrt und zentrifugiert (10 min, 1500 rpm/274 rcf, 4°C). Um unspezifische
Bindungen durch Fc-Rezeptoren zu verhindern, wurden die Zellen in 100 ul FACS
Farbepuffer mit anti-CD16/CD32 resuspendiert und bis zu 15 min bei 4°C inkubiert.
Nach dem Waschen der Zellen mit 200 pl Waschpuffer/well, wurden die Zellen in
50 ul Antikorperlosung resuspendiert und fiir bis zu 45 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit 200 ul FACS Waschpuffer
gewaschen und fiir die Messung in 200 ul FACS Farbepuffer resuspendiert.

3.1.7.2 Automatische Kompensation am FACS Canto II

Da bei Mehrfarbenanalysen eine spektrale Uberlappung der einzelnen Fluorophore
zu erwarten ist, wurde eine spektrale Kompensation durchgefiihrt. Hierfiir wurden
zunachst FEinzelfarbungen fiir die jeweils verwendeten Fluorophor-gekoppelten

Antikorper (Tabelle 5) hergestellt und anschlieSfend am FACSCanto II gemessen.
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Fir die Einzelfairbungen  wurden  CompBeads  (Tabelle 5) oder
Einzelzellsuspensionen von Milz und/oder KM-DZ Kulturen verwendet. Die
Farbung der Beads erfolgte gemdfs den Herstellerangaben. Die Farbung der
Milzzellen bzw. KM-DZ erfolgte wie unter Abschnitt 3.1.7.1 beschrieben. Fiir die
Einstellung des FSC und SSC sowie der Schwellenwerte der einzelnen
Fluoreszenzkandle wurden zunachst ungefarbte Proben gemessen. Anschlieflend
erfolgte die Messung der Einzelfarbungen, ohne die zuvor eingestellten Parameter zu
verandern. Nach dem Ende der Messung erfolgte die automatische Kompensation
mit Hilfe der FACSDiva Software (v6.1.1).

3.2 Methoden der Molekularbiologie

3.2.1 Transiente Transfektion primarer humaner Fibroblasten mit siRNA

Kulturmedium: DMEM, 10% FKS
Transfektionsansatz A: 2 ul siRNA (20 uM) in 100 ul OptiMem
Transfektionsansatz B: 2 pl Lipofectamin RNAiMax in 100 pl OptiMem

Die RNA Interferenz stellt eine Methode dar mit deren Hilfe man die Funktionen
von Proteinen untersuchen kann, indem die Proteinexpression posttranskriptionell
unterdriickt wird (Silencing). Hierfiir werden kurze, meist 19-23 Nukleotide (nt)
umfassende chemisch synthetisierte siRNAs verwendet, die mit der komplementaren
mRNA des zu untersuchenden Proteins interagieren und zu deren Degradation
fithren [193, 194].

Fiir die transiente Transfektion von humanen dermalen Fibroblasten mit siRNA
wurden 4x10* Zellen/well in 1 ml Kulturmedium auf einer 12well-Zellkulturschale
ausgesat und fiir 2 -4 h bei 37°C und 5% CO: in einer wassergesattigten Atmosphare
inkubiert. Wahrenddessen wurde die siRNA sowie das Transfektionsreagenz
RNAiMax in OptiMem verdiinnt und 5 min bei RT inkubiert. Anschlieflend wurden
beide Ansdtze gemischt, fiir weitere 10 bis 20 min bei RT inkubiert und schliefdlich
tropfenweise auf die Zellen gegeben (200 ul/well, entspricht 33nM siRNA
Endkonzentration). Nach zweitdgiger Inkubation (~40h) entsprechend der oben

genannten Bedingungen, wurden die Zellen fiir Stimulationsversuche verwendet.
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3.2.2 RNA-Isolierung aus Zellkulturen

Die Isolierung von RNA aus Zellkulturen erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini kits der
Firma Qiagen (Hilden).

Fiir die RNA-Isolierung wurde der Zellkulturiiberstand komplett entfernt und die
Zellen mit PBS gewaschen. Anschlieflend wurden die Zellen in RLT-Puffer, welcher
1% 2-Mercaptoethanol enthielt, lysiert. Das Zelllysat wurde gemadfs den
Herstellerangaben aufgearbeitet. Die gewonnene RNA wurde in 30-50 ul
nukleasefreiem Wasser eluiert und die Konzentration mittels photometrischer
Analyse (3.2.3) bestimmt.

3.2.3 Quantitative Bestimmung von RNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der gewonnenen RNA wurde mit
Hilfe des NanoPhotometer® P 300 bei einer Wellenldnge von 230 nm, 260 nm und
280 nm durchgefiihrt.

Die ODz2o gilt dabei als Mafs fiir die Konzentration der Nukleotide, die OD:s als
Maf fiir die in der Probe vorhandenen Polysaccharide und die ODaso als Maf fiir die
Verunreinigung mit Proteinen. Der Quotient aus OD:26/OD2so sollte bei RNA im

Bereich von 2.0 liegen.

3.2.4 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Fiir die Genexpressionsanalyse wurden die relativen mRNA Spiegel mit Hilfe der
qRT-PCR 4 wuntersucht. Diese Methode basiert auf der Detektion eines
Fluoreszenzsignals, welches proportional mit der Menge des PCR-Produktes ansteigt
[195, 196]. Da die emittierte Fluoreszenz wahrend jedes Zyklus detektiert wird,
erlaubt diese Methode sowohl die Quantifizierung der Templatemenge in einer
Reaktion (absolute Quantifizierung), als auch die Bestimmung von Unterschieden in
der Abundanz eines Templates zwischen verschiedenen Proben (relative
Quantifizierung). Fiir diese Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green

verwendet, welcher sequenzunabhangig doppelstrangige DNA (dsDNA) bindet.

4 qQRT-PCR: quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction
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Die zuvor isolierte RNA wurde mittels des Transcriptor First Strand cDNA synthesis
kit (Qiagen) in cDNA umgeschrieben. Hierfiir wurden gleiche Mengen RNA (10 ul
Gesamtvolumen) mit 10 ul eines Master Mixes, bestehend aus 1ul Oligo(dT):s
Primer, 4 pl reverser Transkriptionspuffer, 0,5ul RNase Inhibitor, 2 ul dNTP-Mix
und 0,5 ul reverser Transkriptase, gemischt und gemaf; des folgenden Programms in
einem Cycler der Firma Eppendorf umgeschrieben: 60 min bei 50°C (reverse
Transkription) und 5 min bei 85°C (Inaktivierung). Im Anschluss wurden die Proben
in einem Verhaltnis von 1:4 mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt und ggf. bis zur
Weiterverarbeitung bei - 20°C aufbewahrt. Fiir die Genexpressionsanalyse wurde das
FastStart Universal SYBR Green (Rox) Master kit verwendet. Fiir jedes zu
untersuchende Zielgen wurden 5 ul SybrGreen Master Mix, 400 nM jedes Primers
(0,4 ul eines 10 uM Stocks), 2,2 ul nukleasefreies Wasser und 2 ul cDNA auf einer
384well Platte mit Hilfe des QIAgility Pipettierroboters gemischt. Jede Probe wurde
dabei im technischen Duplikat untersucht. Zur Uberpriifung der Primereffizienz
wurde zusdtzlich eine Verdiinnungsreihe der jeweiligen cDNA mit folgenden
Verdiinnungen aufgetragen: 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256. Mit Hilfe dieser Kurve wurde

die Effizienz der Primer mit folgender Formel berechnet:

E=1 0—1/Steigung

Die Steigung beschreibt hierbei den Anstieg der Kurve der nachgewiesenen dsDNA
im Verlauf der PCR. Im bestmoglichen Fall sollte der Wert fiir die Effizienz (E) 2,0
betragen. Dies wiirde bedeuten, dass sich die Menge der dsDNA pro PCR-Zyklus
verdoppelt.

Die fiir die Analyse genutzten Primer sind unter Abschnitt 2.7 aufgefiihrt. Die
qRT-PCR wurde mittels qRT-PCR Cycler ABI PRISM 7900HT unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: initiale Aktivierung — 10 min bei 95°C, gefolgt von 40
Zyklen mit 15 sec Denaturierung bei 95°C, 20 sec Hybridisierung bei 60°C, 20 sec
Elongation bei 60°C und einer abschlieffenden Elongation bei 65°C fiir 15 sec. Fiir die
Spezifitatsanalyse der einzelnen Primer wurde am Ende eines jeden PCR Laufes eine
zusatzliche Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt (15 sec bei 95°C, 15sec bei 60°C).
Hierbei handelt es sich um eine Qualitdtskontrolle, bei der tiberpriift wird, ob ein
PCR-Produkt mit einer spezifischen Lange entstanden ist, oder ob das Signal auf
Verunreinigungen oder aber auf die Zusammenlagerung der Primer (Primer-Dimere)
zuriickzufiihren ist. Bei fehlerhaften Produkten wird der Peak fiir das Amplikon

bereits bei niedrigeren Temperaturen erreicht oder es treten mehrere Peaks auf.
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Die quantitative Analyse der Zielgene erfolgte fiir die HDF entsprechend dem
mathematischen Modell nach Pfaffl [197] und fiir die KM-DZ nach dem Modell von
Livak & Schmittgen [198].

3.3 Methoden der Proteinbiochemie

3.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Triton-X 100 Lysispuffer: 20 mM Tris (pH7.5), 150 mM NaCl, 10 mM NaF, 1% TritonX-100, 1 mM NasVOs, 1 mM
PMSF, 5 pug/ml Aprotinin,5 pg/ml Leupeptin, 3 pg/ml Pepstatin

RIPA Lysispuffer: 10x RIPA (Cell Signaling Technology, Frankfurt a.M.)

2x_Lammli: 125 mM Tris (pH 6,8), 20% Glycerol, 10% 2-Mercaptoethanol, 4% SDS, 0,01% (w/v)
Bromphenolblausalz

Fiir die Herstellung von Zelllysaten wurde der Zellkulturiiberstand komplett
entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlieffend wurden diese durch
Zugabe von Triton-X 100 Lysispuffer, RIPA Lysispuffer oder 2x Laemmli lysiert.
Wahrend Lammli Lysate direkt aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -
20°C gelagert wurden, wurde im Fall der Lyse mit Triton-X 100- bzw. RIPA-Puffer
das Zelllysat zunachst fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde das Zelllysat
fiir 15min bei 14000 rpm/2031 rcf zentrifugiert und der Uberstand in ein neues

Reaktionsgefafs iiberfithrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

4x Lammli: 250 mM Tris (pH 6,8), 40% Glycerol, 20% 2-Mercaptoethanol, 8% SDS, 0,02% (w/v)
Bromphenolblausalz

8% Trenngel: 6,9 ml Millipore Wasser, 4 ml 30% Acrylamid, 3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 150 ul 10% SDS, 75 ul 40%
APS, 12 ul TEMED

10% Trenngel: 5,9 ml Millipore Wasser, 5 ml 30% Acrylamid, 3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 150 pl 10% SDS, 75 ul
40% APS, 12 ul TEMED

12% Trenngel: 4 ml Millipore Wasser, 6 ml 30% Acrylamid, 3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 150 ul 10% SDS, 75 pl 40%
APS, 12 ul TEMED

3% Sammelgel: 3,4 ml Millipore Wasser, 830 ul 30% Acrylamid, 630 ul 2,0 M Tris (pH 6,8), 50 ul 10% SDS, 40 ul
40% APS, 5 ul TEMED

10x Laufpuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 35 mM SDS

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden Proteine in einem
elektrischen Feld entsprechend ihrem molekularen Gewicht aufgetrennt [199].

Die zu untersuchenden Proben wurden, wenn nicht direkt in Lammli Puffer
lysiert, zunachst mit 4x Lammli verdiinnt. Anschlieffend wurden sie fiir 5min bei

95°C denaturiert. Das im Probenpuffer vorliegende 2-Mercaptoethanol sorgt fiir
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reduzierende Bedingungen und 16st Cysteinbriicken innerhalb der Proteine auf. Das
Detergenz SDS fiihrt zur Ausbildung von negativ geladenen SDS-Proteinkomplexen,
die die Eigenladung der Proteine tiberdecken und dadurch eine Auftrennung der
Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes ermoglichen. Fir die
diskontinuierliche Elektrophorese wurde eine vertikale Flachgelkammer, die ein
Sammel- und Trenngel enthilt, verwendet. Im weitmaschigen Sammelgel (3%)
wurden die Proteine zunachst fokussiert und in dem sich anschlieffenden engporigen
Trenngel (8% — 12%) aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstarke
von 25—-50 mA fiir 2 - 3 h durchgefiihrt.

Zusétzlich zu den untersuchenden Proben wurden der PageRuler™ Plus prestained

Protein Ladder und der biotinylated Protein Ladder aufgetragen.

3.3.3 Western Blot

Anode I Puffer: 300 mM Tris, 20% (v/v) Methanol

Anode II Puffer: 25 mM Tris, 20% (v/v) Methanol

Kathode Puffer: 40 mM 6-Aminocapronséure, 20% (v/v) Methanol
10x TBS-T (pH 7,6): 1,37 M NaCl, 200 mM Tris, 1% (v/v) Tween 20
Blockierungspuffer: 10% BSA oder 5% TM in 1x TBS-T

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese mit Hilfe der
semidry-Western Blot Methode auf eine PVDFs-Membran tibertragen. Hierfiir wurden
12 Whatmann-Papiere und die PVDEF-Membran entsprechend der Gelgrofie
zurechtgeschnitten. Aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften musste die PDVF-
Membran zundchst aktiviert werden, indem sie fiir einige Sekunden in
100% Methanol inkubiert wurde. Anschlieffend wurde die Membran mit HO
(Millipore) gewaschen und im Anodell Puffer dquilibriert. Das zu blottende Gel
wurde aus den Glasplatten entnommen und zum Agquilibrieren in den Kathode
Puffer tiberfiithrt. Der Aufbau des ,Blotsandwich” erfolgte nach einem 5-2-5 Schema.
Hierfiir wurden 5 in Anode I Puffer getrankte und 2 in Anode II Puffer getrankte
Whatmann-Papiere lufblasenfrei iibereinander gelegt. Als nachstes wurde die PVDE-
Membran und das Gel sowie abschliefiend 5 in Kathode Puffer getrankte Whatmann-
Papiere darauf gelegt. Der Kathoden Deckel wurde mittels 3 Schrauben fixiert und
die elektrophoretische Ubertragung der Proteine fiir mindestens 1h bei 0,8 mA/cm?

durchgefiihrt.

5 PVDEF: Polyvinylidendifluorid
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Nach dem Ende des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran in eine Schale mit
Blockierungspuffer tiberfithrt und fiir mindesten 20 min unter steter Bewegung bei
RT inkubiert.

3.3.4 Immundetektion

Stripping Puffer: 62,5 mM Tris (pH 7,5), 2% SDS, 0,78% 2-Mercaptoethanol
London Stripping Puffer: 2 M Glycin (pH 2,5)

10x TBS-T (pH 7,6): 1,37 M NaCl, 200 mM Tris, 1% (v/v) Tween 20
Antikorperlésung: 5% BSA in 1x TBS-T

Fiir die Detektion der zu untersuchenden Proteine wurden Erstantikérperlosungen
entsprechend der in Tabelle 3 aufgefiihrten Verdiinnungen hergestellt. In dieser
wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Zum Entfernen tiiberschiissiger
Erstantikorper wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit TBS-T gewaschen.
AnschliefSend erfolgte die Inkubation mit dem HRPs-konjugierten Zweitantikorper
(Tabelle 3) fiir mindestens 1h bei RT. Nach dem Inkubationsende wurde der
iiberschiissige Zweitantikérper durch dreimaliges Waschen fiir 10 min mit TBS-T
entfernt. Der Nachweis der spezifischen Proteinsignale erfolgte mit Hilfe eines
Chemilumineszenz Substrats. Das zu detektierende Signal wurde entweder mittels
eines quantitativen Western Blot Imagers oder mittels Rontgenfilmexposition
nachgewiesen.

Fiir weitere Detektionen wurde die Membran in Stripping Puffer, dem
2-Mercaptoethanol frisch zugesetzt wurde, fiir 20 min bei 70°C inkubiert, um so Erst-
und Zweitantikorper zu entfernen. Anschlieffend erfolgte der Nachweis der
unphosphorylierten Ladungsproteine bzw. eines Haushaltsproteins entsprechend

der obigen Angaben.

6 HRP: horseradish peroxidase (Meerettichperoxidase)
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3.35 Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen im Uberstand von KM-DZ

Kulturen mittels enzym-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA Kit”: Mouse Quantikine IL-6 ELISA Kit, murin gp130 DuoSet ELISA

PBS (pH 7,4): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4

Waschpuffer: 0.05% Tween®20 in PBS

Blockpuffer: 1% BSA in PBS

Substrat-Lésung”: Reagenz A (H202), Reagenz B (Tetramethylbenzidin), im Verhaltnis 1:1 verwendet
Abstopp-Loésung?”: 2 N H2SO4

Der Enzym-gekoppelte Immunoassay (ELISA, enzym-linked immunosorbent assay)
stellt ein immunologisches Verfahren dar, mit dessen Hilfe man exprimierte Proteine
im Zellkulturiiberstand nachweisen kann. Beim sogenannten Sandwich-ELISA wird
das nachzuweisende Antigen zundchst mit Hilfe spezifischer monoklonaler
Antikorper auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Im nachsten Schritt erfolgt die
Zugabe spezifischer enyzmgekoppelter polyklonaler Antikorper (i.d.R. Meerrettich-
Peroxidase gekoppelte Antikorper), welche an die auf der Platte fixierten Antikorper-
Antigen-Komplexe binden. Durch die Zugabe eines entsprechenden Substrates
kommt es zum Farbumschlag, der mit Hilfe eines Photometers bestimmt werden
kann.

Tag 8 DZ Zellkulturen wurden fiir fiinf Stunden bzw. tiber Nacht (16 h) mit
100 ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNFa oder 0.5 pg/ml Choleratoxin (Ctx) stimuliert. Die
Zellkulturiiberstainde wurden nach dem Ende der Stimulationszeit in Protein lowbind
Reaktionsgefafse tiberfithrt und bis zur Weiterverarbeitung bei - 80°C aufbewahrt.

Die Analyse der murinen IL-6 Spiegel im Uberstand von WT und gpl130--44
KM-DZ Kulturen erfolgte mittels des Mouse Quantikine IL-6 ELISA Kit entsprechend
der Herstellerangaben.

Die Bestimmung der IL-12p70 und IL-12p40 Konzentrationen im Uberstand von
WT und gp130144 KM-DZ Kulturen sowie der IL-6 Konzentration im Uberstand von
WT und IL-67- KM-DZ Kulturen wurde freundlicherweise in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Manfred Lutz von Vini John (Instiut fiir Virologie und Immunbiologie der

Universitat Wiirzburg) durchgefiihrt.

7 R&D Systems, Wiesbaden
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3.4  Statistik

Die statische Auswertung erfolgte mit den Programmen SPSS oder SigmaPlot. Die
fir die Berechnung der Signifikanzwerte angewendeten Tests sind an
entsprechender Stelle in den Abbildungsunterschriften angegeben. Als signifikant

galt, wenn p < 0.05 war.
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4. ERGEBNISSE

41 Analyse der IL-6 Rezeptorexpression auf gereiften dendritischen
Zellen aus Knochenmark (KM-DZ)

Das Glykoprotein 130 (gpl130) ist die allgemeine signaltransduzierende
Rezeptoruntereinheit der IL-6-Typ Zytokine und wird von nahezu allen Zellen
exprimiert. Die fiir IL-6 spezifische zweite Rezeptoruntereinheit IL-6R hingegen ist in
ihrer Expression auf nur wenige Zellen beschrankt (Hepatozyten, Leukozyten).
Dendritische Zellen reprasentieren einen der wenigen Zelltypen, die sowohl gp130
als auch den IL-6R auf ihrer Oberflaiche exprimieren. Obwohl Studien der letzten
Jahre die Relevanz des IL-6-Signals fiir die Differenzierung und Maturierung der DZ
belegen, ist bisher nur wenig iiber die Regulation der IL-6 Rezeptorexpression fiir
diese Zellen bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie die
Expression des IL-6-Rezeptors im Verlauf der Differenzierung und Maturierung
dendritischer Zellen reguliert ist und welche Rolle dabei die Endozytose von gp130
spielt.

4.1.1 Generierung und Charakterisierung GM-CSF-gereifter dendritischer Zellen

aus murinem Knochenmark

Fir die Generierung muriner KM-DZ wurde das femorale Knochenmark von
wildtypischen (WT) C57Bl/6 Mausen entsprechend der Methode nach Inaba et al.
[167], mit Modifikation nach Lutz et al. [192] kultiviert (siehe auch Abschnitt 3.1.5.2
und 3.1.6.). Nach 8-tdgiger Behandlung mit GM-CSF (Granulocyte-monocyte colony-
stimulating factor) wurden die Zellen fiir Versuche verwendet. Fiir die phanotypische
Charakterisierung der KM-DZ wurden die Kulturen regelmafig lichtmikroskopisch
und durchflusszytometrisch auf morphologische Charakteristika und die Expression
spezifischer Oberflachenmarker untersucht. Neben der Expression der DZ-typischen
Oberflachenmarker CD45, CD11c und MHCII wurde zusétzlich die Expression des
Aktivierungsmarkers CD40 und der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86
untersucht [157, 200-203]. Die zur Charakterisierung verwendete Auswertungs-
strategie ist beispielhaft in Abb. 9B dargestellt.
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CD11c*MHCIl* Abb. 9: Generierung und
Charakterisierung dendritischer
+ Zellen aus murinem Knochenmark.
(A+B) Durchlichtmikroskopische
Untersuchung von Tag 6 KM-DZ
Kulturen. Gezeigt sind die fiir DZ-
Kulturen typischen Zellaggregate (A,
Pfeil) und dendritischen Fortsitze (B).
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen
wurden mit einem digital inversen
CD40 CD80 CD86 Durchlichtmikroskop (Evos™XL core)
erstellt. (C) Durchflusszytometrische
Analyse der nichtadhérenten Zellen von Tag 8 KM-DZ Kulturen. Dargestellt ist die Auswertungsstrategie zur
Identifizierung der Knochenmark-gereiften dendritischen Zellen (KM-DZ). Fiir die Auswertung wurden nur
lebende CD45* Zellen innerhalb des FSC/SSC beriicksichtig. Die Zahlen innerhalb der Quadranten geben den
Anteil [%] der jeweiligen Population in Bezug auf die CD45* Zellen an. (D) Die Histogramme zeigen die CD40,
CD80 und CD86 Expression der CD11c"MHCII* KM-DZ (schwarze Linien) im Vergleich zur FMO Kontrolle
(Fluorescence minus one, grau gefiillte Histogramme). CD11c*MHCII* KM-DZ entsprechen dem oberen rechten
Quadranten aus (C).
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Wie in der Literatur beschrieben [167, 192] wurde zwischen Tag 3 und 5 in Kultur
eine Zunahme kleiner Zellaggregate (Abb. 9A), sowie mit fortschreitender
Differenzierung der Knochenmarkzellen die Ausbildung DZ-typischer Fortsatze
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beobachtet (Abb. 9B). Die durchflusszytometrische Analyse der nichtadharenten
Zellen ergab, dass Tag 8 Kulturen im Schnitt 60 - 70% CD11c* Zellen enthielten (die
beiden rechten Quadranten, Abb. 9C), von denen der tiberwiegende Anteil zusatzlich
positiv fiir MHCII war (oberer rechter Quadrant, Abb. 9C). Fiir die CD11c"MHCII*
Zellen wurde zusétzlich eine Hochregulation der CD40, CD80 und CD86 Expression
nachgewiesen (Abb. 9D). Die im Konturdiagramm erkennbare Doppelpopulation
(CD11c"MHCII™d und CD11c"MHCIIMeh, Abb. 9C) sowie die im Histogramm
dargestellten Doppelpeaks (CD80 und CD86, Abb. 9D) machen deutlich, dass es sich
um eine Mischpopulation aus DZ unterschiedlichen Reifegrads handelt.
Phanotypisch reifere DZ zeichnen sich gegeniiber unreifen DZ durch eine erhohte
MHCII, CD40, CD80 und CD86 Expression aus.

4.12 Phianotypische Charakterisierung unterschiedlich maturierter KM-DZ

Die immunregulatorischen Eigenschaften der DZ werden durch ihren
Maturierungsgrad bestimmt. Unreife DZ exprimieren nur geringe Mengen der
antigenprasentierenden MHC- sowie kostimulatorischen Molekiile (CD40, CD80,
CD86) und sezernieren keine Zytokine. Sie gelten daher als tolerogen. Semireife und
reife DZ hingegen zeigen eine erhohte MHC sowie CD40, CD80 und CD86
Expression. Semireife DZ sezernieren, genau wie unreife DZ, keine Zytokine und
sind ebenfalls tolerogen. Vollreife DZ hingegen zeichnen sich durch die Produktion
einer Reihe verschiedener proinflammatorischer Zytokine aus und sind immunogen.
In vitro kann die Maturierung der DZ durch die Behandlung mit verschiedenen
Agenzien, wie pathogenen Faktoren oder proinflammatorischen Zytokinen,
induziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Tag 8 KM-DZ Kulturen zur
Induktion der DZ Maturierung entweder mit 100 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS)
[204, 205], 10ng/ml Tumornekrosefaktor-a (TNFoa) [206, 207] oder 0.5 pug/ml
Choleratoxin (Ctx) [nicht veroffentliche Daten M. Lutz] behandelt. Fiir die
Charakterisierung des LPS-, TNFa- und Ctx-vermittelten Phanotyps wurden die
KM-DZ Kulturen tiber Nacht (~ 16 h) mit den Maturierungsstimuli inkubiert und der
DZ Reifegrad anhand der Expression von MHCII, CD40, CD80 und CD86 sowie der
Induktion der Zytokinexpression bestimmt. Die Analyse der Oberflachenmarker
erfolgte mittels durchflusszytometrischer Messungen und die Zytokinexpression
anhand der Genexpression mittels qRT-PCR. Hierfiir wurde die RNA der
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nichtadharenten Zellen isoliert und auf die Induktion der Il1as (IL-1ax), 1I1bs (IL-1p),
Tnfa® (TNFa), Osms (OSM), 1l6s (IL-6), 1123a¢ (IL-23p19), 1112a¢ (IL-12p35) und 1112bs
(IL-12p40) Expression untersucht. Als interne Kontrolle wurde die Expression des in
allen eukaryotischen Zellen exprimierten Strukturproteins -Actin (Actb) bestimmt.
Die Analyse der relativen mRNA Spiegel erfolgte nach der 2-4¢T Methode von Livak &
Schmittgen [198], wobei die Werte der unstimulierten Kontrolle als 1 definiert
wurden.

Wie Abb. 10 zu entnehmen ist, fithrte die Behandlung mit LPS zu einer erhohten
MHCII, CD40, CD80 und CD86 Expression. Dariiber hinaus wurde die Induktion
T-Zell relevanter Zytokine, inklusive I[l12a, I1I12b, 1I23a, sowie weiterer
proinflammatorischer ~Zytokine (Il1a, II1b, Osm, Tnfa, Il6) nachgewiesen.
Demgegeniiber zeigten TNFa- und Ctx-gereifte KM-DZ nur eine geringe
Hochregulation der Expression von CD40 und CD80. Die Expression von MHCII
und CD86 wurde durch TNFa nur geringfiligig verstarkt, wahrend Ctx eine zu LPS
vergleichbare Hochregulation vermittelte. Die mit TNFa behandelten KM-DZ
Kulturen zeigten generell keine Induktion der untersuchten mRNA Expression. Die
Behandlung mit Ctx hingegen verstarkte die 1l1b, 116 und 1l12a Expression, inhibierte
jedoch die basale Tnfa und 1123a Expression.

In Ubereinstimmung mit fritheren Beobachtungen zeigen diese Ergebnisse, dass
die Behandlung mit LPS [204, 205], TNFa [204, 206, 208, 209] und Ctx [210-216] die

Maturierung der DZ, wenn auch in unterschiedlicher Weise, induziert.

8 Genbezeichnung
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Abb. 10: LPS, TNFa und Ctx induzieren eine unterschiedliche DZ Reifung/Maturierung. Fiir die Induktion der
DZ Maturierung wurden Tag 8 KM-DZ Kulturen fiir 16 h mit 100 ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNFa oder 0.5 pg/ml Ctx
inkubiert, durchflusszytometrisch analysiert und es wurde das Zytokinprofil der gereiften KM-DZ untersucht.
(A) Durchflusszytometrische Analyse der nichtadhérenten Zellen von KM-DZ Kulturen fiir die Expression von
CD11c, MHCII, CD40, CD80 und CD86. Die dargestellten Histogramme zeigen die CD40, CD80 und CD86
Expression der CD11c*MHCII* Zellen (schwarze Linien) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (grau gefiillte
Histogramme). Fiir die Analyse wurden nur die innerhalb der Eingrenzung liegenden CD11c"MHCII* KM-DZ
beriicksichtigt. (B) Analyse der relativen mRNA Expression proinflammatorischer Zytokine von LPS-, mTNFa-
und Ctx-behandelten KM-DZ Kulturen. Die RNA der nichtadhdrenten Zellen wurde in cDNA umgeschrieben
und zur Bestimmung der I112b, 1112a, 1123a, 116, Osm, Tnfa, Il1a und II1b mRNA Expression in technischen
Duplikaten mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die relative mRNA Expression im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (definiert als 1, rote Linie), normalisiert auf das Referenzgen Actb. Gezeigt sind die
Mittelwerte (n=7) + SEM (standard error of mean, Standardfehler).
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41.3 KM-DZ exprimieren gp130, IL-6R und LIFR auf ihrer Oberfliche

Fiir die Analyse der IL-6-Typ Zytokine-assoziierten Rezeptoren wurde die RNA der
nichtadharenten Zellen von Tag 8 KM-DZ Kulturen isoliert und zur Bestimmung der
Genexpression von ll6st (gp130), ll6r (IL-6R), Osmr (OSMR) und Lifr (LIFR) mittels
qRT-PCR untersucht. Die Beurteilung der Rezeptorexpression erfolgte auf Basis der
ermittelten Cr (cycle threshold)-Werte. Der Cr-Wert gilt als Maf fiir den PCR-Zyklus,
in dem ein PCR-Signal erstmals einen festgelegten Schwellenwert {iberschreitet.
Demzufolge korreliert die Menge der vorhandenen mRNA mit dem zu messenden
Cr-Wert. Niedrige Cr-Werte sind somit ein Indiz fiir eine erhohte mRNA Expression
und hohe Cr-Werte fiir eine niedrige mRNA Expression.

Wie in Abb. 11A zu erkennen ist, wurden alle untersuchten Rezeptoren auf mRNA
Ebene nachgewiesen. Die Analyse ergab einen mittleren Cr-Wert von 23.5 + 0.13 fiir
ll6st, 26.6 + 0.52 fiir Il6r, 24.6 + 0.33 fiir Lifr und 35.5 + 0.4 fiir Osmr. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieffen, dass Osmr nur geringfiigig transkribiert wird, da der
ermittelte Cr-Wert (35.5 + 0.4) auf einen sehr niedrigen mRNA Spiegel hindeutet. Im
Gegensatz dazu wurden [l6st, [l6r und Lifr verhadltnismafSig stark transkribiert. Die
Uberpriifung der Primereffizienz (siehe Abschnitt 3.2.4) fiir die einzelnen Zielgene
ergab einen Wert im Bereich von 1.95 bis 2.01, was darauf hindeutet, dass die
untersuchten Rezeptoren mit einer vergleichbaren Effizienz amplifiziert wurden.
Aufgrund der ermittelten Cr-Werte kann somit vermutet werden, dass Il6st am
starksten transkribiert wurde und die Transkription der Lifr mRNA geringfiigig
stirker war als die der Iler mRNA. Ein &hnliches Ergebnis erbrachte auch die
Analyse der Proteinspiegel, bei der die Gesamtproteinmenge mittels Western Blot
untersucht bzw. die Zelloberflichenexpression auf CD11c"MHCII* KM-DZ durch-
flusszytometrisch analysiert wurde. Wie Abb. 11B und Abb. 11C zeigen, wurde eine
deutliche Proteinexpression von gpl30 sowohl in den Gesamtzelllysaten der
nichtadhdrenten Zellen (Abb. 11B) als auch auf der Zelloberfliche von
CD11c"MHCII* KM-DZ nachgewiesen (Abb. 11C). Im Unterschied dazu war die
Proteinexpression des IL-6R und LIFR schwéacher und nur mittels FACS, nicht aber
(IL-6R — Daten nicht gezeigt; Abb. 11C) bzw. nur sehr schwach mittels Western Blot
nachweisbar (LIFR — Abb. 11B). Eine Proteinexpression des OSMR konnte nicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieses Befunds sowie der
Beobachtung, dass die Stimulation von KM-DZ mit OSM zu keiner Aktivierung
OSM-bekannter Signalwege fiihrte (Daten Bachelorarbeit R. Schlund [217]) wurde
geschlussfolgert, dass KM-DZ unter den gegebenen Bedingungen keinen OSMR
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exprimierten. Daher wurde fiir nachfolgende Experimente auf die Untersuchung der

OSMR Expression verzichtet.
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Abb. 11: Charakterisierung der IL-6-Typ Zytokin Rezeptorexpression in KM-DZ Kulturen. Nichtadhéarente
Zellen von Tag 8 KM-DZ Kulturen wurden auf die Expression von gp130, IL-6R, LIFR und OSMR mittels
qRT-PCR, Western Blot und FACS untersucht. (A) Fiir die Analyse der Il6st (n = 6), Il6r (n = 6), Lifr (n = 6) und
Osmr (n = 3) mRNA Spiegel wurde die aus den Zellen isolierte RNA in cDNA umgeschrieben und anschlieend
in technischen Duplikaten mittels gRT-PCR analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Cr-Werte fiir
die Rezeptoren, sowie fiir das Haushaltsgen Beta-Actin (Actb). (B) Fiir die Analyse der Gesamtproteinmenge
wurden die Gesamtzelllysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot auf die Expression von gp130
und LIFR untersucht. STAT3 und STAT1 dienten als Beladungskontrollen. Dargestellt ist die Rezeptorexpression
in drei voneinander unabhéangigen WT KM-DZ Kulturen. (C) Durchflusszytometrische Analyse der gp130, IL-6R
und LIFR Oberflachenexpression auf KM-DZ. Fiir die Analyse wurden nur lebende CD45* Zellen innerhalb des
FSC/SSC beriicksichtigt. Die dargestellten Histogramme zeigen die Rezeptorexpression auf CD11c"MHCII*
KM-DZ (Linien) im Vergleich zur Isotypkontrolle (grau gefiillte Histogramme). Die Zahlen geben die MFI (median
fluorescence intensity)-Werte der Rezeptoren (blau/griin/rot) und der dazugehéorigen Isotypkontrolle (grau) an.

Um der Frage auf den Grund zu gehen, wie sich die Expression von gp130, IL-6R
und LIFR wahrend der Differenzierung der DZ verandert, wurde im Rahmen einer
Zeitkinetik die Expression der Rezeptoren auf CD11c*-MHCII* KM-DZ an den Tagen
3, 6 und 8 in Kultur durchflusszytometrisch ermittelt. Wie aus Abb. 12 hervorgeht,
nahm die Expression von gp130 auf den CD11c*MHCII* KM-DZ im Verlauf der
Differenzierung bis Tag 8 stetig zu (blaues Histogramm, Abb. 12). Die Expression des
IL-6R hingegen blieb iiber den beobachteten Zeitraum hinaus nahezu unverandert

(griines Histogramm, Abb. 12). Demgegeniiber zeigte der LIFR zu Anfang der DZ
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Differenzierung (Tag 3) ein sehr hohes Expressionsniveau, das im Verlauf der
Differenzierung jedoch signifikant herunterreguliert wurde (rotes Histogramm, Abb.
12). Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass GM-CSF-gereifte KM-DZ gp130
sowie den IL-6R und den LIFR auf ihrer Oberflache exprimieren, wobei deren

Expression im Verlauf der KM-DZ Differenzierung unterschiedlich reguliert wird.
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Abb. 12: Regulation der Zelloberflichenexpression von gp130, IL-6R und LIFR in CD11¢c*-MHCII* KM-DZ.
Nichtadhérente Zellen von Tag 3, 6 und 8 KM-DZ Kulturen wurden durchflusszytometrisch auf die Expression
von gpl30 (blau), IL-6R (griin) und LIFR (rot) untersucht. Die dargestellten Histogramme zeigen jeweils die
Rezeptorexpression der CD11c*MHCII* KM-DZ (entsprechend der Eingrenzung aus Abb. 11C) im Vergleich zur
jeweiligen Isotypkontrolle (grau gefiillte Histogramm). Fiir die Analyse wurden nur lebende CD45* Einzelzellen
innerhalb des FCS/SSC berticksichtigt. Die Tabellen oberhalb der Histogramme geben die fiir die Rezeptoren an
Tag 3, 6 und 8 sowie die fiir die Isotypkontrollen gemessenen MFI (median fluorescence intensity)-Werte an.

414 Die DZ Reifung induziert die Cross-Regulation von gp130

Studien mit Monozyten und Makrophagen haben gezeigt, dass proinflammatorische
Zytokine (IL-18, TNFa) und Stressfaktoren (LPS, UV, HxO:) das IL-6-Signal in
Immunzellen inhibieren konnen [218, 219]. Die Ergebnisse von Radtke et al. [52] und
Honke et al. [218] deuten darauf hin, dass es aufgrund der Zellaktivierung zur Cross-
Regulation von gp130 kommt, die zu einer Limitierung der Rezeptorverfiigbarkeit an
der Oberflache fiihrt. Es stellte sich daher die Frage, ob die Maturierung der DZ
durch LPS, TNFa oder Ctx einen Einfluss auf die gp130 Expression hat. Um dies zu
uberpriifen, wurde die gp130 Expression auf CD11c'MHCII* KM-DZ im Verlauf

einer fiinf-stiindigen Stimulation mit LPS, TNFa oder Ctx untersucht.
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Abb. 13: LPS, mTNF«a und Ctx induzieren die Cross-Regulation von gp130 auf KM-DZ. Tag 8 KM-DZ Kulturen
wurden fiir bis zu 5h mit 100 ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNFa oder 0.5 ug/ml Ctx stimuliert. Anschlieffend wurden
die nichtadharenten Zellen fiir die Untersuchung der gp130 Expression mit dem anti-gp130-PE (KGP130) oder
dem anti-gp130-PE (125623) Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. (A) Dargestellt ist die
relative gp130 Oberflachenexpression der CD11c*MHCII* KM-DZ im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Q),
die als 1 definiert wurde. Fiir die Analyse wurden nur lebende CD45* Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC
beriicksichtigt. (schwarze Saule = Klon: KGP130; quergestreifte Saule = Klon: 125623). (B) Analyse der IL-6
Konzentration im Uberstand der KM-DZ Kulturen nach 5-stiindiger Behandlung mit LPS, mTNFa oder Ctx. Die
Bestimmung der IL-6 Konzentrationen erfolgte in Duplikaten mittels des Mouse IL-6 Quantikine ELISA Kits. (C)
Dargestellt ist die relative gp130 Oberflachenexpression der CD11c"MHCII* KM-DZ von IL-67- KM-DZ Kulturen
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (definiert als 1). Fiir die Analyse wurden nur lebende CD45*
Einzelzellen innerhalb des FCS/SSC beriicksichtigt. (schwarze Sdule = Klon: KGP130; quergestreifte Sédule = Klon:
125623). (A-C) Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM der korrigierten MFI° (median fluorescence intensity)-Werte von
WT (n > 4) und IL-67 (n = 3) KM-DZ Kulturen. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des gepaarten
T-Tests oder des Wilcoxon Rangsummen-Tests: ns, p > 0.05; *,p < 0.05; **, p < 0.005**; p < 0.001 (versus
unbehandelte Kontrolle).

Wie Abb. 13A zeigt (schwarze Saulen), fithrte die Stimulation mit TNFa zu einer
50%-igen, mit Ctx zu einer etwa 70%igen und mit LPS sogar zu einer bis zu 95%-igen

Reduktion der gp130 Expression. Da nachgewiesen wurde, dass DZ bereits frith nach

9 Korrigierte MFI: MFI-Wert des Rezeptors abziiglich des MFI-Werts der Isotypkontrolle
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Behandlung mit LPS und Ctx IL-6 sezernieren (Abb. 13B), stellte sich die Frage, ob
der beobachtete Effekt auf eine kompetitive Reaktion zwischen dem anti-gp130
Antikorper (Klon: KGP130) und dem freigesetzten, am Rezeptor gebundenen, IL-6
zurlickzufiihren ist. Aus diesem Grund wurde die Analyse der gp130 Expression mit
einem zweiten FACS-Antikorper tiberpriift (Klon: 125623) und zusatzlich die gp130
Expression auf IL-6-defizienten KM-DZ (IL-67) untersucht. Wie aus Abb. 13A
hervorgeht (quergestreifte Saulen), wurde zwar eine zum Klon KGP130 geringfiigig
schwichere, jedoch im Trend vergleichbare Reduktion von gpl130 nachgewiesen.
Auch die Analyse der LPS-behandelten IL-67 KM-DZ bestdtigte einen nahezu
kompletten Verlust der gp130 Expression auf KM-DZ (Klon: KGP130 — schwarze
Sédulen; Klon: 125623 — quergestreifte Saulen; Abb. 13C). Auffillig jedoch war, dass
die Regulation der gp130 Expression auf den IL-67 KM-DZ zu frithen Zeitpunkten
(0.5-1h, Abb. 13C) schwéacher war als auf den KM-DZ der WT Mause (Abb. 13A),
was moglicherweise doch auf einen Effekt durch endogen produziertes IL-6
schliefSen lasst.

Als ndchstes wurde untersucht, ob die Regulation von gp130 ausschliefilich fiir die
initiale Phase der DZ Aktivierung eine Rolle spielt oder ob die Maturierung generell
zu einer Verminderung der gp130 Expression auf DZ fiihrt. Hierfiir wurden KM-DZ
Kulturen, die fiir mindestens 16 Stunden (iiber Nacht) mit LPS-, TNFa oder Ctx
behandelt wurden, untersucht. Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass LPS
im Gegensatz zu TNFa und Ctx eine langanhaltende negative Regulation induzierte,
die zu einer iiber 90%-igen Verminderung der gpl30 Oberflichenexpression auf
CD11c"MHCII* KM-DZ fiihrte (schwarze Saulen, Abb. 14A). Demgegeniiber zeigten
TNFa-behandelte KM-DZ eine mit den unbehandelten Kontrollen vergleichbare
gp130 Expression. Bei Ctx-behandelten KM-DZ war sogar eine leicht erhchte gp130
Expression festzustellen. Um auszuschliefSen, dass es sich bei der langanhaltenden
LPS-vermittelten gp130 Reduktion um einen indirekten Effekt handelt, der durch
weitere in den Kulturen enthaltenen Zellen bedingt ist (wie bspw. Makrophagen
[220-223]), wurden die nichtadhdrenten Zellen vor der Behandlung mit den
Maturierungsstimuli in eine neue Kulturschale {iberfiihrt (rote Sdulen, Abb. 14A).
Dariiber hinaus wurden Kulturen, die mit rekombinantem GM-CSF generiert
wurden untersucht, um ebenfalls einen Effekt durch andere, im GM-CSF
enthaltenden Zellkulturiiberstand befindliche Faktoren, auszuschliefSen (blaue
Saulen, Abb. 14A).



ERGEBNISSE 69

Il GM-CSF Uberstand, Zellen nicht umgesetzt
Il GM-CSF Uberstand, Zellen umgesetzt
[l rek. GM-CSF, Zellen nicht umgesetzt

< ii.N.-gereifte KM-DZ s  IL-6*KM-DZ
& K]
g 4 : : g 20
% | % | . Q_ ns
Q 3 I s | 2 15
2 | | Q
2 | | s
T 2] | I £ 10
2 I I 2
O 4. ! ! © o5
8 : : g ek
S 0- S 00
s Q»w 3 X Q»w 3 X Qw 33 s Q »n X
L0 TLLEO LD * 5 ©
= = =
E E €
c . .
C 5 U.N.-gereifte KM-DZ D I6st E
@ 12 127 o
g 10 28 1.0 * s
3 08 o5 z
[0 hed 4
% 0.6 ::Jg 0.6 1 D 3 EO
) )
8 04 §§ 0.4 o ad gp130
® 02 £S5 021
2 32 GAPDH
S 0.0 0.0 -
B 2 LPS 8 o x
(0127:B8) 9 ©

MTNF o

Abb. 14: Uber Nacht-gereifte KM-DZ zeigen eine unterschiedliche gp130 Regulation. Analyse der gp130
Expression nach Stimulation mit 100 ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNFa oder 0.5 pg/ml Ctx iiber Nacht (ii.N.: ~16h).
(A) Fiir die Generierung von KM-DZ wurde das femorale Knochenmark von WT Mausen fiir 8 Tage mit 10% GM-
CSF Uberstand (schwarz und blau) oder 50 ng/ml rGM-CSF kultiviert (rot). An Tag 8 wurden die Kulturen
entweder in derselben Petrischale belassen (Zellen nicht umgesetzt) oder es wurden die nichtadharenten Zellen
auf eine neue Petrischale iberfiihrt (Zellen umgesetzt). Dargestellt ist die relative gp130 Expression auf
CD11c*MHCII* KM-DZ bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (definiert als 1). (B) Analyse der gpl30
Expression auf KM-DZ von IL-67- Mausen. Dargestellt ist die relative gp130 Expression auf CD11c"MHCII* Zellen
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (definiert als 1). (C) Analyse der gp130 Expression auf KM-DZ von WT
Maéusen nach {iber Nacht Behandlung mit 100 ng/ml LPS (Serotyp: 0127:B8). Dargestellt ist die relative gp130
Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (&, definiert als 1). (D) Die RNA der nichtadhirenten
Zellen wurde in cDNA umgeschrieben und zur Bestimmung der Il6st Expression in technischen Duplikaten
mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die relative mRNA Expression im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen Actb (n=4). (E) Die Zelllysate der nichtadhirenten
Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot fiir die Expression von gp130 untersucht.
GAPDH diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein reprisentatives Ergebnis von drei unabhangigen
Experimenten. (A-C) Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM der korrigierten MFI (median fluorescence intensity)-Werte
von WT (n 2 4) und IL-67 (n = 3) KM-DZ Kulturen. (A-D) Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
gepaarten T-Tests oder des Wilcoxon Rangsummen-Tests: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p < 0.005;***; p < 0.001 (versus
unbehandelte Kontrolle).

Wie in Abb. 14A zu erkennen ist, fithrte LPS in beiden Fallen zu einem Verlust der
gp130 Oberflachenexpression, wahrend fiir TNFa nahezu keine Verdnderung

festzustellen war. Ctx induzierte, wie zuvor, eine Verstarkung der gp130 Expression.
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Zusatzlich wurden ebenfalls LPS- und Ctx-behandelte IL-67 KM-DZ sowie KM-DZ
von WT Mausen, die mit LPS eines anderen Serotyps'® behandelt wurden [224-227],
tiberpriift. Wie sich in Abb. 14B erkennen lasst, wurde auf CD11c"MHCII* KM-DZ
von IL-6-defizienten Mausen gleichfalls eine Ab- bzw. Zunahme der gp130
Oberflachenexpression beobachtet. Die Behandlung mit einem anderen LPS Serotyp
fithrte zum kompletten Verlust der gpl30 Zellobflichenexpression (Abb. 14C).
Weitere Analysen, bei denen die Il6st mRNA Expression und gpl30
Gesamtproteinexpression analysiert wurden belegten, dass LPS ebenso die
Transkription des Rezeptors inhibierte. Wie in Abb. 14 D+E zu erkennen ist, wiesen
LPS-behandelte KM-DZ eine signifikant verminderte Il6st mRNA Expression sowie
eine deutlich reduzierte gp130 Gesamtproteinexpression auf. In Ubereinstimmung
mit den FACS Befunden war in den Lysaten der Ctx-behandelten KM-DZ eine
Zunahme der gp130 Gesamtproteinexpression nachzuweisen (Abb. 14E). Diese war
jedoch nicht auf eine verstarkte Il6st mRNA Expression zuriickzufiihren (Abb. 14D).
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Maturierung der DZ zu einer
Cross-Regulation der gpl30 Expression fiihrt, wobei die Starke und Dauer der

Regulation vom Maturierungsstimulus abhangig ist.

415 TNFa und Ctx vermitteln eine p38-abhidngige, LPS hingegen eine p38-
unabhingige Cross-Regulation von gp130

Es ist beschrieben, dass auf Hepatozyten und Monozyten die Crosstalk-vermittelte
Regulation von gp130 auf der Aktivierung der p38 MAPK beruht [52, 218]. Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob die frithe Regulation der gp130
Oberflachenexpression auf maturierenden DZ ebenfalls auf die Aktivierung der
Stresskinase p38 zuriickzufiihren ist. Zundchst wurde die Aktivierung der p38
MAPK in LPS-, TNFa- und Ctx-gereiften KM-DZ Kulturen anhand der
Phosphorylierung von p38 oder ihres Substrats, der Serin-/Threonin-Kinase MK2,
uberpriift. Die Western Blot Analyse =zeigt, dass in der Tat alle drei
Maturierungsstimuli die Aktivierung des p38 Signals in KM-DZ Kulturen
induzierten (Abb. 15A). Bereits nach 15-miniitiger Behandlung war eine deutliche
Zunahme der Phosphorylierung von MK2 an Threonin 334 mit LPS und Ctx sowie
von p38 an Threonin180/Tyrosin182 mit TNFa zu detektieren. Die Phosphorylierung

10 Bakterielle Endotoxine sind im Bereich der O-Polysaccharidkette hoch variabel und werden daher in
verschiedene Serotypen klassifiziert. Diese konnen verschiedene Funktionen vermitteln.
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nahm im weiteren Verlauf wieder ab, war jedoch auch noch nach fiinf Stunden

nachweisbar.
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Abb. 15: Die TNFa- und Ctx-induzierte gp130 Cross-Regulation ist p38-abhidngig. Untersuchung der Relevanz
von p38 bei der LPS, mTNFa und Ctx-vermittelten Cross-Regulation von gp130. (A) Tag 8 KM-DZ Kulturen
wurden fiir bis zu 5 h mit 100 ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNFa oder 0.5 pg/ml Ctx stimuliert und die nichtadharenten
Zellen wurden fiir den Nachweis der Threonin (T34)-MK2 und Threonin (Tiso)/Tyrosin (Yis2)-p38
Phosphorylierung lysiert. (B-E) Tag 8 KM-DZ Kulturen wurden fiir 30 min mit 10 uM SB202190 oder DMSO
vorinkubiert und anschliefend fiir 30 min mit LPS (B+C) oder fiir 2h mit mTNFa (D) oder Ctx (E) stimuliert. Die
nichtadhirenten Zellen wurden fiir den Nachweis der MK2 Phosphorylierung lysiert oder fiir die Analyse der
gp130 Oberflachen-expression durchflusszytometrisch untersucht. (A+B) Die Zelllysate der nichtadhéarenten
Zellen wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mittels phospho-spezifischer Antikdrper
untersucht. Fiir den Nachweis der Gesamtproteinmenge wurden die Membranen nach dem Strippen mit einem
MK?2 oder p38 spezifischen Antikorper gegengefdarbt. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten. (C-E) Die nichtadhdrenten Zellen wurden fiir
CD45, CD11c¢, MHCII und gp130 gefarbt. Dargestellt ist die relative gp130 Expression der CD11c*MHCII* KM-DZ
im Vergleich zur unbehandelten DMSO Kontrolle, die als 1 definiert wurde. Fiir die Analyse wurden nur lebende
CD45* Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC beriicksichtigt. Gezeigt sind die Mittelwerte (n > 3) + SEM der
korrigierten MFI (median fluorescence intensity)-Werte. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des gepaarten
T-Tests oder des Wilcoxon Rangsummen-Tests: ns, p > 0.05; ¥, p < 0.05; **, p < 0.005; ***; p <0.001.

Als néachstes wurde tiberpriift, welchen Einfluss ein p38-spezifischer Inhibitor auf
die gp130 Cross-Regulation hat. Hierfiir wurden die KM-DZ Kulturen mit SB202190
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vorinkubiert und nach der Stimulation mit LPS, TNFa oder Ctx die Expression von
gp130 auf CD11c*MHCII* KM-DZ durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle
dienten mit dem Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO)-behandelte KM-DZ
Kulturen. Die Funktionalitdt des Inhibitors wurde durch die Detektion der MK2
Phosphorylierung kontrolliert. Wie in Abb. 15B beispielhaft dargestellt ist, inhibierte
SB202190 nicht nur die LPS-vermittelte Phosphorylierung von MK2, sondern ebenso
die in unbehandelten KM-DZ auftretende basale MK2 Threoninphosphorylierung.
Die Analyse der gp130 Oberflachenexpression macht deutlich (Abb. 15 C-E), dass die
Vorbehandlung mit SB202190 die TNFa-vermittelte, jedoch nicht die LPS-vermittelte
Reduktion von gp130 inhibierte. Die Ctx-vermittelte Cross-Regulation von gp130
wurde durch die Behandlung mit SB202190 nicht ganzlich inhibiert, war aber
ebenfalls gehemmt, wie die statistische Analyse zeigt.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Aktivierung der p38 MAPK-
Kaskade bei der Regulation der gp130 Oberfldchenexpression auf maturierenden DZ
eine Rolle spielt, jedoch ein zusatzlicher Mechanismus existieren muss, der die

Oberflachenexpression in LPS-gereiften DZ zu frithen Zeitpunkten reguliert.

4.2 Analyse der Auswirkung einer internalisierungsdefizienten gp130

Mutante auf Differenzierung und Maturierung von KM-DZ

Die bisherigen Daten zeigen, dass die Reifung der DZ (LPS, TNFa, Ctx) mit einer
Abnahme der gp130 Oberflachenexpression einhergeht (4.1.4). Im Fall von TNF«a
und Ctx konnte dies auf eine Aktivierung der als Stresskinase bekannten MAPK p38
zuriickgefiihrt werden (4.1.5). Aus Untersuchungen mit Hepatozyten war bekannt,
dass gp130 iiber einen p38/MK2-vermittelten Signalweg an Serin 782 phosphoryliert
wird, wodurch vermutlich die Bindung des Adapterproteins 2 (AP2) an das
Dileucin-Motiv von gp130 begtinstigt wird [51, 52, 228]. In Folge dessen kommt es zu
einer beschleunigten Internalisierung und Degradation des Rezeptors. Neueste
Untersuchungen mit Monozyten deuten darauf hin, dass dieser Mechanismus
ebenfalls in anderen Zellen von Bedeutung ist [218].

Um die Relevanz der gpl30 Internalisierung bei der Differenzierung und
Maturierung von DZ genauer zu untersuchen, wurden als ndchstes KM-DZ von
Mausen mit einer internalisierungsdefizienten gp130-Mutante
(C57BL/6-TgHlIl6stl784A/L785A1Hema) - gnalysiert. Gpl30UA4 Mause verfiigen {iiber eine
punktmutierte gp130 Variante, in der das besagte Dileucin-Motiv (L7, L7ss) zu

Dialanin verandert wurde (Il6st'1441L44) weshalb diese Form von gp130 vermutlich
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resistent gegeniiber der Liganden- und crosstalk-vermittelten Endozytose ist [51-53,
147].
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Fiir die Generierung der genetisch veranderten gp130 knockin Mauslinie wurden
die entsprechenden Basentripletts im fiir den zytoplasmatischen Bereich
kodierenden Exon 17 des Il6st Gens punktmutiert, sowie eine fiir die Selektion der
embryonalen Stamm (ES)-Zellklone notwendige Neomycin (Neo)-Kassette [229] in
Exon 17 hinter dem Stop-Codon in den 3’ untranslatierten Bereich eingefiihrt (Abb.
16). Die nach erfolgreicher ES-Zell-Transfektion und Blastozyten-Injektion erhaltenen
chimédren Mduse wurden fiir die Generierung einer heterozygoten F1-Generation
(llestwttA%) mit C57Bl/6 Mausen verpaart und zur Zucht einer homozygoten
(LlestltA4LLAA - im  Weiteren als gpl130t4A benannt) F2-Generation untereinander

verpaart. Die davon abstammenden homozygoten transgenen Mause sind
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lebensfahig, fertil und zeigten bisher keine auffalligen phanotypischen Unterschiede
im Vergleich zu C57Bl/6 Mausen.

421 gp130'A2 KM-DZ zeigen eine erhohte gp130 Expression

Zunachst wurde die Auswirkung der knockin Mutation auf die gp130 Expression in
KM-DZ untersucht. Hierfiir wurden die nichtadhdrenten Zellen der gpl30.t44
KM-DZ Kulturen fiir die Expression von gp130 durchflusszytometrisch analysiert
bzw. zur Bestimmung der Gesamtproteinexpression lysiert und mittels Western Blot
untersucht. Wie in Abb. 17A+B zu erkennen ist, wiesen CD11c-MHCII* KM-DZ von
gp130tt44 Madusen eine 4-fach hohere gpl30 Expression als vergleichbare WT
Kontrollen auf. Auch wurde eine deutlich starkere Gesamtproteinexpression in den
Zelllysaten der gp130ti44 Kulturen nachgewiesen, die jedoch nur auf eine Zunahme
der molekular schwereren Form von gpl30 zurlickzufiihren war (oberes
Proteinsignal gp130 Blot, Abb. 17C). Die Analyse der Il6st mRNA Spiegel ergab, dass
die relative Il6st Expression in gp130t44 Kulturen leicht erhoht, jedoch im Verhaltnis
zur Proteinexpression nur geringfiigig verstarkt war (Abb. 17D). Als néchstes wurde
untersucht, wie sich die gp130 Expression im Verlauf der GM-CSF-vermittelten DZ
Differenzierung zwischen WT und gp130'+44 KM-DZ unterscheidet. Hierfiir wurde
die gp130 Gesamtproteinexpression von Knochenmarkzellen sowie von KM-DZ
Kulturen an Tag 3, 6 und 8 miteinander verglichen. Die Analyse mittels Western Blot
ergab, dass bereits an Tag 3 und 6 ein starkeres Proteinsignal fiir die schwerere, sehr
wahrscheinlich komplex glykosylierte Form von gp130 (obere Bande, ~140kDa) in
den Gesamtzelllysaten der gp130ti4A KM-DZ Kulturen zu detektieren war. Das
Signal fiir die leichtere, sehr wahrscheinlich mannosereiche Form von gp130 (untere
Bande, ~110k Da) hingegen war bei beiden Genotypen vergleichbar (Abb. 18 A).
Wahrend die Expression des schwereren Proteins im Verlauf der Differenzierung
immer mehr zunahm und sich deutlich zwischen WT und gp130'44 KM-DZ
unterschied, war die Expression des leichteren Proteins tiber die Dauer nahezu gleich
und zeigte keine Unterschiede zwischen WT und gp130'A2 KM-DZ. Auch in den
Knochenmarklysaten von gp130t44 Mausen war eine deutlich starkere Bande bei
~140kDa nachzuweisen, was vermuten liefS, dass bereits gpl130'4A-positive

Vorlauferzellen eine erhohte gp130 Expression zeigen (Spur 1 und 5, Abb. 18A).
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Abb. 17: KM-DZ aus gp130'44 Miusen akkumulieren reife Formen des gp130 an ihrer Oberfliche. Tag 8
KM-DZ Kulturen von WT und gp130'4A Mausen wurden mittels durchflusszytometrischer Messungen, Western
Blot und gRT-PCR auf die Expression von gp130 untersucht. (A) Die nichtadhédrenten Zellen wurden fiir CD45,
CD11c, MHCII und gp130 gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Das Histogramm zeigt die gp130
Expression der WT (schwarze Linie) und gp130"44 CD11c"MHCII* KM-DZ (gestrichelte Linie) im Vergleich zur
Isotypkontrolle (grau gefiillte Histogramm). Fiir die Auswertung wurden nur CD45* Einzelzellen innerhalb des
FSC/SSC beriicksichtigt. (B) Das Diagramm zeigt die gp130 Expression auf WT (schwarz) und gp130t44 (grau)
CD11c*MHCII* KM-DZ dargestellt als korrigierter MFI (median fluorescence intensity)-Wert. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM von WT (n=9) und gp130t-44 (n=10). (C) Die nichtadhérente Zellen wurden lysiert, mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot auf die gp130 Gesamtproteinmenge untersucht. Die Detektion
erfolgte mit einem fiir den Rezeptor spezifischen Antikorper. STAT3 und GAPDH dienten als Beladungs-
kontrollen. Dargestellt ist die Expression von gpl30 in voneinander unabhéngigen, aber auf einer Blotting-
Membran detektierten KM-DZ Kulturen von WT und gp130t44 Mausen. (D) Die RNA der nichtadhirenten
Zellen wurde in cDNA umgeschrieben und in technischen Duplikaten mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist
die relative Il6st mRNA Expression im Vergleich zum WT (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen Actb.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von WT (n=6) und gp130t44 (n=4). (B+D) Die Signifikanzwerte wurden
anhand des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p <0.05; ***, p <0.001.

Fiir eine genauere Analyse der DZ Vorlauferzellen wurde das Knochenmark fiir
die Linienmarker CD3", Ly-6G/Ly-6C1, CD11bt, B2201 und TER-19" sowie fiir die
DZ Marker CD1lc, MHCII und CD135 2 gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die LiInMHCII'CD11cCD135* Zellen wurden als Makrophagen (M®)/DZ-

11 CD3: T-Zell Marker; Ly-6G/Ly-6C: Granulozyten Marker; CD11b: Monozyten/Makrophagen Marker; B220:
B-Zell Marker; TER-19: Erythrozyten Marker
12 quch bekannt als Flt-3L (fibromyalgia syndrom (FMS)-like tyrosine kinase-3 ligand)
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Vorlauferzellen und die Lin MHCII'CD11c¢*CD135* Zellen als pra-DZ definiert [230,
231]. Die fiir die Auswertung verwendete Strategie zur Identifizierung der M®/DZ-
Vorladuferzellen und pra-DZ ist beispielhaft in Abb. 8 dargestellt. Wie aus Abb. 18B
ersichtlich ist, exprimierten sowohl M®/DZ-Vorlauferzellen als auch pra-DZ von
gp130tA2 Mausen deutlich mehr gp130 auf ihrer Oberflache, wobei der Unterschied
zwischen gpl130t44 und WT Mausen besonders deutlich bei den pra-DZ in
Erscheinung trat.

Diese Befunde zeigen, dass die Mutation des Internalisierungsmotivs von gp130
eine erhohte Zelloberflichenexpression des Rezeptors zur Folge hat, die sich bereits

bei den DZ-Vorlauferzellen im Knochenmark manifestiert.

A B
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A
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s = e cAPDH

WT LLAA

% von Max

v

gp130

Abb. 18: Knochenmarkvorlduferzellen von gp130'44 Miusen zeigen ein erhohtes gp130 Expressionsniveau.
Analyse der gpl130 Gesamtproteinexpression in den Zelllysaten des Knochenmarks bzw. der nichtadharenten
Zellen von gp130t44 und WT KM-DZ Kulturen an Tag 3, 6 und 8. (A) Die Gesamtzelllysate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot untersucht. Die Detektion von gp130 erfolgte mit einem fiir den
Rezeptor spezifischen Antikorper. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein reprdsentatives
Ergebnis von WT (n = 7) und gp130"44 (n = 9) unabhéngigen KM-DZ Kulturen. (B) Durchflusszytometrische
Analyse der gp130 Expression auf (Lin MHCII-CD11cCD135%) M®/DZ-Vorldufer und (Lin MHCII-CD11c*CD135%)
pra-DZ. Knochenmarkzellen von WT und gp130tA4 Mausen wurden fiir die Linienmarker CD3, Ly-6G/Ly-6C,
CD11b, B220 und TER-19 sowie CD11c, MHCII und CD135 gefarbt und entsprechend der in Abb. 8 dargestellten
Auswertungsstrategie analysiert. Die Histogramme zeigen die gp130 Expression der WT (schwarze Linien) und
gp130LL44A Zellen (gestrichelte Linien) im Vergleich zur Isotypkontrolle (grau gefiillte Histogramme). Die Zahlen
innerhalb der Histogramme geben den jeweiligen MFI (median fluorescence intensity)-Wert von WT (schwarz),
gp130L44 (blau) und Isotypkontrolle (grau) an. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von WT (n=2) und
gp130L4A (n=3) Mausen.

422 gpl301Ar KM-DZ reagieren sensitiver auf das IL-6-trans-Signal

Aufgrund des Nachweises, dass gpl30'tA4 KM-DZ vermehrt gpl30 auf ihrer
Oberflache exprimieren, wurde vermutet, dass diese moglicherweise sensitiver auf
IL-6 reagieren. Um dies zu tiberpriifen wurden gp130t44 und WT KM-DZ Kulturen
mit aufsteigenden Konzentrationen IL-6 stimuliert und anschlieffend fiir die

Induktion der STAT3 Tyrosinphosphorylierung mittels Western Blot untersucht.
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Abb. 19: Die gpl130's4 KM-DZ zeigen keine signifikante Verinderung beim IL-6/STAT3-Signal.
Untersuchung des klassischen IL-6-Signals in KM-DZ Kulturen von WT und gp130'+44 Méausen. (A) Tag 8 KM-DZ
Kulturen wurden fiir 15min mit aufsteigenden Konzentrationen mIL-6 simuliert. AnschlieSend wurden die
nichtadhéirenten Zellen abgenommen und lysiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot untersucht.
Der Nachweis von gp130 und Yzs-phosphoryliertem STAT3 erfolgte mit spezifischen (phospho-) Antikorpern.
Fiir den Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem STAT3
spezifischen Antikorper gegengefarbt. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives
Ergebnis von WT (n =3) und gp130t44 (n = 3). (B) Die quantitative Bestimmung der Y7ns-STAT3 Phosphorylierung
erfolgte mittels densitometrischer Analyse mit Hilfe der AlphaView Software. Dargestellt ist die relative
Zunahme der Y7s-STAT3 Phosphorylierung im Vergleich zur unbehandeltem WT Probe (definiert als 1),
normalisiert auf das Gesamtprotein STAT3. (C) Analyse der IL-6R Expression auf CD11c*MHCII* KM-DZ von WT
und gpl30't44 Mausen. Die nichtadhédrenten Zellen von Tag 8 KM-DZ Kulturen wurden fiir CD45, CDllc,
MHCII und IL-6R gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Fiir die Auswertung wurden nur CD45*
Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC beriicksichtigt. Das Histogramm zeigt die IL-6R Expression auf
CD11c*MHCITI* KM-DZ von WT (schwarze Linie) und gp130'44 Méusen (gestrichelte Linie) im Vergleich zur
Isotypkontrolle (grau gefiillte Histogramm). (D) Das Diagramm zeigt die IL-6R Expression von WT (schwarz)
und gp130tA2 (grau) CD11c"MHCII* KM-DZ, dargestellt als korrigierte MFI (median fluorescence intensity)-Werte.
(B+D) Gezeigt sind die Mittelwerte(n > 3) + SEM. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ungepaarten T-
Tests oder Mann-Whitney Tests: ns, p > 0.05; ¥, p < 0.05 (WT versus gp130LL44).

Wie in Abb. 19A zu erkennen ist, wiesen sowohl gp130'tA4 als auch WT KM-DZ
bereits eine basale Phosphorylierung von STAT3 an Tyr(705) auf. Die Behandlung
mit IL-6 fiihrte in beiden Kulturen zu einem dosisabhingigen Anstieg der STAT3-
Phosphorylierung, wobei eine Zunahme des STAT3-Signals sowohl in gp130tt44 als
auch in WT KM-DZ erst bei einer Konzentration von 0.5 ng/ml IL-6 nachzuweisen
war. Die densitometrische Analyse des Western Blots verdeutlicht (Abb. 19B), dass
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gp130tia4 KM-DZ zwar tendenziell eine starkere STAT3-Phosphorylierung bei einer
Behandlung mit 0.5 — 2.5 ng/ml IL-6 aufweisen, doch unterscheidet sich diese nicht
signifikant von der in WT KM-DZ. Nicht ganz eindeutig hingegen ist der Nachweis,
dass bei einer geringeren Konzentration (0.1ng/ml IL-6) zwar ein signifikanter
Unterschied festgestellt wurde, die relative STAT3-Phosphorylierung jedoch keine
Zunahme gegeniiber den unbehandelten Kontrollen zeigt. Vermutlich handelt es sich
hierbei um ein falsch positives Ergebnis aufgrund der erhdhten basalen
Phosphorylierung von STAT3 in den Lysaten der gp130'A4 KM-DZ.
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Abb. 20: Die verstirkte gp130 Expression fiihrt zu einer erhéhten Responsivitit gegeniiber hyper-IL-6 in
gp130tt4A KM-DZ. Untersuchung des IL-6 trans-Signals in KM-DZ von WT und gp130t44 Méausen. (A) Tag 8
KM-DZ Kulturen wurden fiir 15 min mit aufsteigenden Konzentrationen hyper-IL-6 stimuliert. Anschliefend
wurden die nichtadhdrenten Zellen lysiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot untersucht. Der
Nachweis von gp130 und Y7s-phosphorylierten STAT3 erfolgte mit (phospho-) spezifischen Antikérpern. Fiir den
Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem STAT3 spezifischen
Antikorper gegengefarbt. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis von
WT (n=3) und gpl30"A (n=3). (B) Die quantitative Bestimmung der Y7s-STAT3 Phosphorylierung erfolgte
mittels densitometrischer Analyse mit Hilfe der AlphaView Software. Dargestellt ist die relative Zunahme der
Y70s5-STAT3 Phosphorylierung im Vergleich zur unbehandelten WT Kontrolle (definiert als 1), normalisiert auf das
Gesamtprotein STAT3. Gezeigt sind die Mittelwerte (n=3) + SEM. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe
des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests: **, p <0.005, ***, p <0.001 (WT versus gp130tLA4),

IL-6 besitzt nur eine geringe Affinitat zu gp130 und bindet daher zunachst an den
IL-6R. Infolgedessen erhoht sich die Affinitat und gp130 wird an den bestehenden
IL-6/IL-6R-Komplex rekrutiert [115]. Die Analyse der IL-6R Expression ergab, dass
die CD11c"MCHII* gp130t24 KM-DZ tendenziell weniger IL-6R auf ihrer Oberflache
exprimierten als vergleichbare WT KM-DZ (Abb. 19C+D). Da das IL-6 trans-Signal
unabhdngig von membrangebundenem IL-6R erfolgt, wurde als ndchstes untersucht,
ob gpl130ttAr KM-DZ statt dessen sensitiver auf eine Behandlung mit hyper-IL-6
reagieren. Hyper-IL-6 ist ein synthetisch hergestelltes Fusionsprotein, bestehend aus
IL-6 und dem l6slichen humanen IL-6R, welches alternativ zur Behandlung mit IL-6
in Kombination mit 16slichem IL-6R (sIL-6R) verwendet werden kann [232]. Wie die
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Analyse der Tyr(705)-STAT3 Phosphorylierung zeigt, induzierte die Behandlung mit
5ng/ml hyper-IL-6 die Aktivierung des STAT3 Signals in gp130't44 KM-DZ, nicht
aber in WT KM-DZ (Abb. 20A). Erst bei einer Konzentration von 50 ng/ml hyper-IL-6
wurde eine Zunahme der STAT3 Tyrosinphosphorylierung auch in WT KM-DZ
detektiert. Die densitometrische Auswertung bestatigte, dass hyper-IL-6 bereits bei
geringen Konzentrationen zu einem Anstieg der STAT3 Tyrosinphosphorylierung in
gp130ttA2 KM-DZ fiihrt, die sich signifikant von der in WT KM-DZ unterschied.

Diese Befunde zeigen, dass gp130t44 KM-DZ sensitiver auf das IL-6 trans-Signal,
jedoch nicht auf das klassische IL-6-Signal reagieren konnen.

42.3 Der Einfluss der gp130'2A Mutation auf die Differenzierung von KM-DZ

Um die Relevanz der Endozytose von gpl30 fiir die Differenzierung und
Maturierung der KM-DZ zu untersuchen, wurden gleiche Mengen
Knochenmarkzellen von gp130'tA4 und WT Mausen ausgesit und im Rahmen einer
Kinetik an Tag 3, 6 und 8 in Kultur miteinander verglichen. Fiir die Analyse der
Wachstums- und Differenzierungsrate wurde die Gesamtzellzahl der
nichtadhdrenten Zellen bestimmt sowie der prozentuale Anteil der CD11c* Zellen
durchflusszytometrisch ermittelt. Wie aus Abb. 21A ersichtlich wird, wiesen die
Kulturen von gp130'A4 und WT Mausen ein dhnliches Zellwachstum auf, da die
Zellzahl der nichtadhdrenten Zellen an Tag 3, 6 und 8 in beiden Kulturen
vergleichbar war. Die durchflusszytometrische Analyse macht jedoch deutlich, dass
die KM-DZ Differenzierung zu Beginn der Kultivierung in den gp130tA4 Kulturen
retardiert war (Abb. 21B). Der Vergleich zeigt, dass der prozentuale Anteil der
CD11c* Zellen in den Kulturen der gp130ttA2 Mduse an Tag 3 und Tag 6 deutlich
niedriger war als in den WT Kulturen. Auch ist ersichtlich, dass gp130'+A4 Kulturen
einen hoheren Anteil unreifer KM-DZ enthielten (CD11c* Zellen mit einer geringen
MHCII Expression; unterer rechter Quadrant Abb. 21B), wahrend der Anteil der
reifen KM-DZ (CD11c*MHCII* Zellen) bereits an Tag 3 und 6 in den WT Kulturen
deutlich hoher war als in Kulturen der gp130t44 Mause (oberer rechter Quadrant
Abb. 21B). An Tag 8 hingegen war der Anteil der CD11c* bzw. CD11c"MHCII*
KM-DZ in beiden Kulturen nahezu vergleichbar.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Differenzierung der KM-DZ aus Knochenmark von
gp130A2 Mausen anfanglich vermindert war, jedoch durch die fortschreitende
Behandlung mit GM-CSF verbessert wurde.
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Abb. 21: Knochenmark von gp130'14A und WT Maiusen generiert vergleichbar Mengen an DZ. Analyse der
Relevanz der gp130 Internalisierung fiir die Differenzierung der KM-DZ. Tag 3, 6 und 8 KM-DZ Kulturen von
WT und gp130t44 Mausen wurden hinsichtlich ihrer Wachstumsrate und dem prozentualem Anteil der KM-DZ
verglichen. (A) Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen der nichtadhdrenten Zellen von WT (schwarz) und
gp13044 (grau) KM-DZ Kulturen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von WT: n = 9 und gp130'44: n = 10
KM-DZ Kulturen. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney
Test: ns, p>0.05 (WT versus gpl30t-44). (B) Die nichtadhéarenten Zellen wurden fiir die Expression von CD45,
CD11c und MHCII gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die dargestellten Konturdiagramme zeigen
nur lebende CD45* Zellen innerhalb des FSC/SSC. Die Zahlen innerhalb der Quadranten geben den Anteil [%] der
jeweiligen Population bezogen auf die CD45* Zellen an.

Die Differenzierung funktioneller DZ ist abhdngig von der Aktivitdt einer Reihe
verschiedener Signalkaskaden, inklusive der Raf/MEK/ERK- und PI3K/Akt-Kaskade
sowie der Aktivierung von NFxB und p38 [233, 234]. Um die Expression der
genannten Signalproteine sowie deren Aktivitdt zu untersuchen, wurde in
Zelllysaten von Knochenmark und Tag 3, 6 und 8 KM-DZ Kulturen die
Phosphorylierung von NF«B (5563), Akt (5473), MK2 (T334) und ERK1/2 (T202/Y204)
sowie nach dem Strippen der Membran die Gesamtproteinexpression und die
Expression des NFkB Zielgenes IkBa untersucht. Zusatzlich wurde die Expression
der fiir das GM-CSF- bzw. IL-6-Signal notwendigen Proteine Jakl und Jak2 sowie
STAT1 und STAT3 analysiert. Wie Abb. 22 zeigt, nahm tiber die Dauer der
Differenzierung die Proteinexpression der untersuchten Signalproteine, inklusive die
des Haushaltsgen GAPDH zu. Einzig die Expression von Jakl blieb im Verlauf von
Tag 3 bis 8 stabil. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass der Anstieg von NF«B, Akt
und ERK mit einem Anstieg der Phosphorylierung dieser Proteine einhergeht. Fiir
eine verstarkte nukledre Translokation von NFkB spricht die verstarkte Expression

des NFkB Zielgens IxBa. Im Gegensatz dazu wurde die MAPK p38 im Verlauf nur
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sehr schwach aktiviert, da lediglich ein geringer Anstieg der Phosphorylierung von
MK2 an Tag 6 und 8 nachgewiesen wurde. Die starke MK2 Phosphorylierung, die in
den Knochenmarklysaten detektiert wurde, ist vermutlich ein Artefakt und auf die
Praparation und den damit verbundenen Zellstress zuriickzufiihren. Mit Ausnahme
einer verringerten PI3K Expression sowie einer dadurch verminderten Akt-
Phosphorylierung in den Lysaten der gpl130i44 KM-DZ, war kein signifikanter
Unterschied bei WT und gp130t24 KM-DZ Kulturen nachzuweisen.

KMd3 dé6 d8 KM d3 d6 d8 KM d3 dé d8 KM d3 dé d8

PI3K

Akt
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Akt

= MK2
W T334

| MKk2
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Abb. 22: Die wihrend der Reifung induzierten Signalkaskaden weisen keine signifikanten Unterschiede bei
den KM-DZ Kulturen von WT und gp130''A* Mausen auf. Fiir die Untersuchung des JAK/STAT, NF«xB,
PI3K/Akt sowie MAPK Signalwegs wurden frisch isolierte Knochenmarkszellen (KM) sowie nichtadharente
Zellen von Tag 3, 6 und 8 KM-DZ Kulturen lysiert. Die Gesamtzelllysate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und im Western Blot untersucht. Die Detektion erfolgte mit (phospho-) spezifischen Antikérpern. Fiir den
Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem NF«kB, Akt, MK2 oder
ERK1/2 spezifischen Antikorper gegengefarbt. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis von WT (n = 6) und gp130t-44 (n=9).

424 Der Einfluss der gp130'44 Mutation auf die Maturierung der KM-DZ

Um heraus zu finden, ob ein Unterschied im Aktivierungs-/Maturierungstatus der
WT und gpl30ttA4 KM-DZ besteht, wurde als nédchstes die Expression des
Aktivierungsmarkers CD40 sowie der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86
genauer untersucht. Wie aus Abb. 23A ersichtlich ist, wiesen CD11c*-MHCII* KM-DZ
von WT und gpl130't44 Kulturen einen vergleichbaren Phanotyp auf, da kein
signifikanter Unterschied in der basalen Expression von CD40, CD80 oder CD86
nachgewiesen wurde. Die Reifung mit LPS fiihrte gleichermafien zu einem Anstieg

der Expression der kostimulatorischen Molekiile und des Aktivierungsmarkers
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CD40. Zwar war die Expression von CD40 auf den CD11c'MHCII* KM-DZ der
gp130tt44 Kulturen geringfiigig erhoht, jedoch nicht signifikant verstarkt im
Vergleich zu den WT Kulturen (Abb. 23B). Im Unterschied dazu war die Expression
von CD80 und CD86 auf den TNFa- und Ctx-gereiften CD11c"MHCII* KM-DZ der
gp130tA2 Kulturen geringfiligig schwécher, was sich jedoch nur im Fall von CD80 als
signifikant erwies. Die Induktion der CD40 Expression bei den TNFa- und Ctx-
gereiften KM-DZ zeigte keine Unterschiede zwischen beiden Genotypen.
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Abb. 23: gp130t44 KM-DZ haben einen vergleichbaren Reifestatus wie WT KM-DZ. Analyse des Reifegrads

der KM-DZ von WT und gp130t-44 Mausen. (A) Nichtadhdrente Zellen von Tag 8 KM-DZ Kulturen wurden fiir
CD45, CD11c, MHCII, CD40, CD80 und CD86 gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die dargestellten
Konturdiagramme zeigen nur lebende CD45* Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC. Die Histogramme zeigen die
CD40, CD80 und CD86 Expression der WT (schwarze Linien) und gp130t44 CD11c"MHCII* KM-DZ (gestrichelte
Linien) im Vergleich zur Isotypkontrolle (grau gefiillte Histogramme). (B) Tag 8 KM-DZ Kulturen wurden fiir
16h mit 100ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNFa oder 0.5 pug/ml Ctx stimuliert und durchflusszytometrisch auf die
Expression von CD45, CD11c, MHCII, CD40, CD80 und CD86 untersucht. Die Diagramme zeigen die CD40,
CD80 und CD86 Expression auf WT (schwarz) und gp130't44 (grau) CD11c*MHCII* Zellen, dargestellt als MFI
(median fluorescence intensity)-Werte. Gezeigt ist der Mittelwert + SEM von WT: n = 7 und gp130"44: n = 10
KM-DZ. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests: ns,

p > 0.05; %, p < 0.05 (WT versus gp130LLAA),

Weiterhin wurde untersucht, ob sich das Zytokinprofil der WT und gp130tia4
KM-DZ vor und nach der Behandlung mit LPS oder Ctx unterschied. Hierfiir wurde
die mRNA Expression mittels qRT-PCR analysiert und die relative mRNA
Expression entsprechend der 24T Methode nach Livak & Schmittgen [198] bestimmt.
Die unbehandelte Kontrolle der WT KM-DZ wurde in diesem Fall als 1 definiert.
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Abb. 24: Analyse des Zytokin-Profils von WT und gp130''44 KM-DZ Zellkulturen. (A-C) Tag 8 KM-DZ
Kulturen wurden mit 100 ng/ml LPS oder 0.5 pug/ml Ctx und fiir die Induktion der Il1a, I11b, Tnfa, Osm, Il6, 1I2,
1123a, 11124 und 1112b mRNA Expression in technischen Duplikaten mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die
relative mRNA Expression (A) unbehandelter, (B) 3h LPS behandelter und (C) 3h Ctx behandelten KM-DZ
Kulturen von WT (schwarz) und gpl30'4A Mausen (grau) im Vergleich zur unbehandelten WT Kontrolle
(definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen Actb. (D) Analyse der IL-12p70, IL-12p40 und IL-6
Konzentration im Uberstand der KM-DZ Kulturen von WT und gp130'144 Musen mittels ELISA. (A —F) Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM (WT: n > 4; gp130t44: n > 4). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p<0.005 (WT versus gp130M-A4).

Interessanterweise konnte bereits in unbehandelten gp130ti44 KM-DZ ein
Unterschied fiir die mRNA Expression der Zytokine festgestellt werden. Wie in Abb.
24A zu erkennen ist, zeigten gp130'44 KM-DZ eine im Vergleich zu den WT Zellen

signifikant verstarkte Osm und II2 mRNA Expression. Zudem wurde eine erhchte
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Expression der Il1a, Il1b, Il6, 1l12a % und II12b * mRNA in gp130taA KM-DZ
nachgewiesen, die jedoch gegeniiber den WT Kontrollen nicht signifikant verstarkt
war. Bei Letzterem ist jedoch zu vermerken, dass bei einem der vier getesteten
gp130ttA2Kulturen der ermittelte Cr-Wert fiir 11124 deutlich abwich. Wiirde dieser bei
der Auswertung nicht berticksichtigt, wére auch hier ein signifikanter Unterschied
nachzuweisen. Zukiinftige Experimente sollten zu diesem Punkt Klarheit
verschaffen.

Die Analyse der LPS-behandelten KM-DZ ergab, dass gpl30tiA2 KM-DZ eine
erhohte [112a mRNA Expression sowie eine im Vergleich zu den WT Kontrollen
signifikant verstarkte Osm mRNA Expression aufwiesen (Abb. 12B). In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis zeigten ebenfalls Ctx-behandelte KM-DZ von
gp130tA2 Mausen eine im Vergleich zu den WT KM-DZ erhohte Osm und 11124
mRNA Expression. Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass Ctx-behandelte gp130ttA4
KM-DZ weniger 16 und 1112b mRNA exprimierten als WT KM-DZ (Abb. 12C). Eine
zukiinftige Erhohung der Anzahl an Versuchstieren sollte Klarheit bringen, ob diese
Veranderungen statistisch signifikant sind.

Da IL-6 und IL-12 insbesondere bei der Polarisation naiver T-Zellen eine wichtige
Rolle spielen, wurde zusatzlich iiberpriift, ob die auf mRNA Ebene beobachteten
Unterschiede auch auf Proteinebene nachzuweisen sind. Daher wurde die
Konzentration von IL-6 und IL-12 (IL-12p70) sowie von IL-12p40, einer IL-12
Untereinheit, mittels ELISA in den Ubersténden der WT und gp130t+44 Kulturen vor
und nach der Behandlung mit LPS oder Ctx bestimmt. In Korrelation mit den mRNA
Daten war in den Ubersténden der LPS-behandelten gp130:-44 Kulturen verglichen
mit den WT Kontrollen eine erhdhte IL-12p70 Konzentration nachzuweisen (Abb.
12D), die jedoch nicht auf eine erhdéhte Sekretion von IL-12p40 zuriickzufiihren war
(Abb. 12F). Daher ist anzunehmen, dass der erhohte IL-12 Spiegel vielmehr auf einer
verstarkten IL-12p35 Expression beruht, da IL-12p40 und IL-12p35 zusammen
funktionelles IL-12 (IL-12p70) bilden. Dies wiirde wiederum mit den mRNA Daten
tibereinstimmen, die zeigen, dass die [/12a mRNA Expression, nicht aber die II12b
mRNA Expression, in gp130'+42 Kulturen erhoht war. Ein dhnlicher Befund war auch
fiir Ctx-behandelte gp130'44 KM-DZ nachzuweisen, da hier ebenso eine signifikant
erhohte Konzentration von IL-12p70, nicht aber von IL-12p40 in den Uberstanden

nachzuweisen war. Auch hier ist der Anstieg vermutlich auf eine Zunahme der

13 Proteinname: IL-12p35
14 Proteinname: IL-12p40
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IL-12p35 Konzentration zuriickzufiihren, wie bereits die mRNA Daten vermuten
lielen. Die Analyse der IL-6 Konzentrationen zeigte, dass weder in den Uberstanden
der LPS- noch der Ctx-behandelten Kulturen ein Unterschied zwischen WT und

gp130'44 nachzuweisen war.

425 Gpl130t1as KM-DZ sind vor der gp130 Cross-Regulation durch TNFa und
Ctx geschiitzt

Vorangegangene Analysen lieflen den Schluss zu, dass die TNFa- und Ctx-
vermittelte Regulation von gpl30 auf KM-DZ iiber einen p38-abhingigen
Mechanismus erfolgt, &dhnlich der in Hepatozyten beschriebenen Crosstalk-
vermittelten Endozytose des Rezeptors [52]. Aus diesem Grund wurde iiberpriift, ob
gp130tia4a KM-DZ vor einer solchen Cross-Regulation geschiitzt waren. Dartiber
hinaus wurde der Einfluss von LPS auf die gpl130 Expression der KM-DZ von
gp130tA2 Mausen genauer untersucht. KM-DZ Kulturen von gpl130i44 Mausen
wurden hierfiir in gleicher Art und Weise wie die Kulturen von WT Mausen
stimuliert (vgl. 4.1.4) und fiir die Expression von gp130 auf CD11c*"MHCII* KM-DZ
durchflusszytometrisch analysiert. Die Analyse der gpl30 Expression zeigt, dass
TNFa- und Ctx-gereifte CD11c"MHCII* gp130tt44 KM-DZ zu frithen Zeitpunkten
(1h bis 5h) eine zur unbehandelten Kontrolle vergleichbare Expression von gp130
aufwiesen (Abb. 25A+B). Die Behandlung tiber Nacht hingegen verstarkte sogar die
gp130 Expression auf diesen Zellen (Abb. 25D). Da gp130'tA4Mause aufgrund der
Punktmutation des Internalisierungsmotivs sehr wahrscheinlich vor der Liganden-
bzw. crosstalk-vermittelten Endozytose von gpl30 geschiitzt sind [51, 53, 147],
bestatigten diese Befunde, dass der auft WT KM-DZ beobachtete Effekt der TNFa-
und Ctx-vermittelten gp130 Regulation auf der Endozytose des Rezeptors beruht.
Dariiber hinaus bestdtigen diese Ergebnisse ebenso frithere Beobachtungen (Abb.
14A), wonach eine langer anhaltende Behandlung mit Ctx zu einer verstarkten gp130
Oberflachenexpression auf KM-DZ fiihrt.

Uberraschenderweise induzierte die Behandlung mit LPS auch auf den gp130Lt44
KM-DZ eine signifikante Verminderung der gp130 Expression (1 -5h, Abb. 25C), die
sich auch nach langerer Behandlung noch manifestierte (16h, Abb. 25D). Dieser
Befund bekréftigt somit die Annahme, dass LPS einen anderen Mechanismus (als
TNF«a oder Ctx) bedient, um gp130 auf KM-DZ zu regulieren.
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g Regulation von gp130. Tag 8 KM-DZ Kulturen von gp130t44 Mausen wurden fiir
é 2517 T bis zu 5h (A-C) oder iiber Nacht (ii.N.) (D) mit 100 ng/ml LPS, 10 ng/ml mTNF«
2 20+ oder 0.5 ug/ml Ctx stimuliert. Die nichtadharenten Zellen wurden fiir CD45,
é 15 - CD11lc, MHCII und gpl30 gefdrbt und durchflusszytometrisch analysiert.
e 10 - Dargestellt ist die relative gp130 Expression der CD11c"MHCII* KM-DZ im
g ' Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (J), die als 1 definiert wurde. Fiir Analyse
® 0.5 7 wex wurden nur lebende CD45* Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC berticksichtigt.
& 0.0 - Gezeigt sind die Mittelwerte (n >3) + SEM. Die statistische Auswertung erfolgte
§ Q g_’ f 8 mit Hilfe des gepaarten T-Tests oder des Wilcoxon Rangsummen-Tests: ns,

- E p >0.05; %, p<0.05; **, p <0.005;**; p <0.001 (versus unbehandelte Kontrolle).

42.6 LPS vermittelt eine Clathrin-abhingige gp130 Cross-Regulation in KM-DZ

Die Ergebnisse der vorhergehenden Untersuchungen warfen die Frage auf, durch
welchen Mechanismus LPS die gp130 Expression auf DZ reguliert. Zur Klarung
dieser Frage, wurden KM-DZ Kulturen mit verschiedenen Inhibitoren inkubiert, die
entweder die Aktivierung bekannter LPS-induzierter Signalwege oder aber die
Internalisierung des TLR4 oder die Clathrin- bzw. Caveolae/Raft-vermittelte
Endozytose inhibierte. Als Kontrolle dienten mit dem entsprechenden Losungsmittel
behandelte KM-DZ Kulturen. Die Analyse der Funktionalitit der Inhibitoren
erfolgte, sofern es moglich war, anhand der Untersuchung entsprechender
Signalproteine mittels Western Blot. Wie Abb. 26 eindeutig zu entnehmen ist, hatte
weder die Inhibierung der MAPK ERK1/2 durch Mek1/2-Inhibitor (Abb. 26A) noch
die Hemmung von NFkB durch IKK-16 (Abb. 26B) oder Akt durch Ly294002 (Abb.
26C) einen Einfluss auf die LPS-vermittelte Cross-Regulation von gp130. Folglich

konnte ausgeschlossen werden, dass die Verminderung der gpl30
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Oberflachenexpression {iiber einen der bisher beschriebenen LPS-vermittelten
Signalwege reguliert wird.

Die Internalisierung des TLR4 in DZ ist von der Aktivierung von Syk/PLCy2
abhangig und wird durch die Bindung von LPS an CD14 induziert [235]. Um
auszuschliefien, dass die Regulation von gp130 in direktem Zusammenhang mit der
Internalisierung des TLR4 steht, wurde Syk mit Hilfe des Inhibitors R406 inhibiert.
Zur Bestatigung der Funktionalitdt des Inhibitors wurde die LPS-vermittelte IRF3
Phosphorylierung untersucht, da die Aktivierung von IRF3 tiber den TRAM/TRIF-
abhangigen Signalweg erfolgt, der erst nach Internalisierung des TLR4
Rezeptorkomplexes induziert wird [236, 237]. Wie Abb. 26D zeigt, verhinderte die
Behandlung mit R406 die LPS-vermittelte Phosphorylierung von IRF3 in KM-DZ,
inhibierte aber nicht die gp130 Reduktion. Demnach war ebenfalls auszuschliefien,
dass die Internalisierung des TLR4 mit dem Verlust von gp130 auf KM-DZ im
Zusammenhang steht.

Abschliefiend wurde tiberpriift, ob die Reduktion der gp130 Expression generell
mit der Endozytose des Rezeptors im Zusammenhang steht. Aus diesem Grunde
wurden die KM-DZ mit einer hypertonen Glukoselosung, einem pharmakologischen
Inhibitor fiir Dynamin (Dynasore; [238]) oder aber mit einem Inhibitor inkubiert, der
die Struktur und Funktion von Caveolae/Raft-Strukturen zerstort (Filipin III). Es ist
gezeigt, dass hypertone Losungen die Bildung Clathrin-umbhdillter Vesikel inhibieren
[239]. Dynamin gehort zu den GTPasen und ist sowohl bei der Clathrin-abhangigen
als auch -unabhangigen Endozytose fiir die Abschniirung der Vesikel an der
Zellmembran verantwortlich [240, 241]. Caveolae beschreiben cholesterinreiche
Mikrodomanen (Lipid Rafts) auf der Zellmembran, die sich einstiilpen konnen und
eine Clathrin-unabhingige (Dynamin-abhangige) Endozytose bedingen. Die Analyse
der gp130 Expression ergab, dass die Regulation von gp130 iiber einen Clathrin-
abhangigen Mechanismus erfolgen muss, da sowohl Glucose-behandelte als auch
Dynasore-behandelte KM-DZ vor der LPS-vermittelten gp130 Reduktion geschiitzt
waren (Abb. 26F+G). Filipin IlI-behandelte KM-DZ hingegen zeigten eine zur
Kontrollgruppe vergleichbare gp130 Reduktion (Abb. 26E). Ein Beweis dafiir, dass
die Behandlung mit Dynasore zu einer Inhibierung der Clathrin-abhingigen
Endozytose fiihrt, wurde durch die Hemmung der TLR4-Internalisierung erbracht
[242]. Wie Abb. 26G eindeutig zeigt, wurde in Dynasore-behandelten KM-DZ
Lysaten  (gp130't4%)  keine Phosphorylierung von IRF3 nachgewiesen.
Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse somit darauthin, dass die LPS-vermittelte
Aktivierung dendritischer Zellen zu einer Clathrin-abhiangigen Endozytose von
gp130 fiihrt.
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Abb. 26: Die LPS-vermittelte gp130 Cross-Regulation in KM-DZ ist Clathrin-abhingig. Fiir die Untersuchung
des Mechanismus der LPS-induzierten gp130 Cross-Regulation wurden gp130t44 KM-DZ Kulturen fiir 30 min
mit (A) Mek1/2-Inhibitor (5 pM), (B) IKK-16 (5 uM), (C) Ly294002 (20 pM), (D) R406 (10 mM) oder fiir max. 5 min
mit (E) Filipin III (1 ug/ml), (E) Glucose (0.45M) oder (G) Dynasore (80 uM) inkubiert und anschlieflend fiir
30 min (Western Blot Analyse) oder 2h (FACS Analyse) mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Fiir die Untersuchung der
gp130 Expression auf CD11c"MHCII* Zellen wurden die nichtadhérenten Zellen fiir CD45, CD11c, MHCII und
gp130 gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Fiir die Auswertung wurden nur lebende CD45*
Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC beriicksichtigt. Dargestellt ist die relative gp130 Expression im Vergleich zur
unbehandelten DMSO bzw. Medium Kontrolle, die als 1 definiert wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
(n>3). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des gepaarten T-Tests oder des Wilcoxon Rangsummen-
Tests: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p < 0.01; **, p < 0.001. Fiir die Analyse der Funktionalitit der getesteten
Inhibitoren wurden die Gesamtzelllysate der nichtadharenten Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot untersucht. Der Nachweis der Phosphorylierung von Threonin-(Ts3) MK2, Threonin-(T202)/Tyrosin-
(Y204) ERK1/2, Serin-(Saz3) Akt und Serin-(Sses) IRF3 sowie der Degradation von IxkBa erfolgte mit (phospho-)
spezifischen Antikdrpern. Fiir den Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membranen nach dem Strippen
mit MK2, ERK1/2, Akt oder IRF3 spezifischen Antikdrpern gegengefarbt. GAPDH diente als Beladungskontrolle.
Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Ergebnis (n > 3).
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4.3 Relevanz der gp130 Endozytose fiir die Differenzierung myeloider

und lymphoider Zellen in vivo

Sowohl friithere Beobachtungen [177, 218, 219] als auch die im Rahmen dieser Arbeit
bisher erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die Cross-Regulation von gp130 ein
physiologisch relevanter Mechanismus ist, der u.a. die Differenzierung und
Aktivierung von Immunzellen beeinflussen kann. Im néachsten Abschnitt wurde
daher der Einfluss der gp130 knockin Mutation auf die Leukozyten Homdoostase unter

steady state’s Bedingungen untersucht.

43.1 Das Korpergewicht sowie das Gewicht und die Zellularitit lymphatischer
Organe sind in gp130''44 und WT Madusen vergleichbar

Zundchst wurde wuntersucht, ob sich gpl30t44 Mause hinsichtlich ihres
Korpergewichts, des Gewichts der Milz sowie der Zellularitit lymphatischer Organe
von WT Mausen unterschieden. Um die beiden Genotypen miteinander vergleichen
zu konnen, wurden fiir die Untersuchungen Tiere dhnlichen Alters (8 - 12 Wochen)

und gleichen Geschlechts (?) analysiert.
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Abb. 27: gpl130'2A Miuse zeigen keinen Unterschied im Koérpergewicht sowie im Gewicht und der
Zellularitit lymphatischer Organe gegeniiber WT Mausen. Fiir die Untersuchung wurden WT und gp130Mt44
Mause hinsichtlich ihres (A) Korpergewichtes, sowie des (B) Gewichtes und der absoluten Zellzahlen der Milz
(n>7) und (C) der inguinalen Lymphknoten (n > 5) verglichen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die
Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests bestimmt: ns, p > 0.05.

15 Steady state: Beschreibt den Immunstatus in gesunden Mausen, die keiner Infektion oder inflammatorischen
Stimuli ausgesetzt sind.



ERGEBNISSE 90

Die Analyse ergab, das gpl30tA4 Mause ein zu WT Mausen vergleichbares
Gesamtkorpergewicht (Abb. 27A) sowie Milzgewicht aufwiesen (Abb. 27B, linkes
Diagramm). Dariiber hinaus zeigte die Analyse der Milz (Abb. 27B, rechtes
Diagramm) und der inguinalen Lymphknoten (LK) (Abb. 27C), dass WT und
gp130tA2 Mause eine dhnliche Gesamtzellzahl in den lymphatischen Organen

aufwiesen.

43.2 Leukozyten aus gpl3044 Maiusen exprimieren mehr gp130 an der
Oberfliche

Vorhergehende  Untersuchungen  zeigten, dass die = Mutation  des
Internalisierungsmotivs von gpl30 eine verstarkte Expression des Rezeptors zur
Folge hat (siehe Abschnitt 4.2.1). Auch gab es Hinweise, dass aufgrund der erhohten
gp130 Expression die Expression des IL-6R vermindert ist. Nachfolgend wurde
tiberpriift, ob dieser Befund ebenfalls auf Immunzellen der lymphatischen Organe
von gp130tA4 Mausen zutrifft. Hierfiir wurde neben der gp130 Expression zuséatzlich
die Expression des IL-6R auf myeloiden (kDZ, pDZ, Makrophagen) und lymphoiden
Zellen (T- und B-Zellen) der Milz und der LK™ von WT und gp130'tA4 Mausen
untersucht.

Fiir die Analyse der myeloiden Zellen wurden Zellsuspensionen der Milz und
LK fiir die Marker CD11c, B220, CD4 und CD8 sowie fiir gp130 oder IL-6R gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. Zellen mit einer hohen CD11c Expression,
die kein B220 exprimierten, wurden als kDZ definiert (CD11c"e"B220-) [157, 162].
Zellen, die sowohl CD11c als auch B220 exprimierten, wurden als pDZ definiert
(CD11c'B220%) [164, 165]. Zellen, die nur wenig CD11c und kein B220 exprimierten,
wurden als Makrophagen definiert (CD11c°vB220) (nicht verdffentliche Daten M.
Lutz und [243]). Die der Analyse zugrunde liegende Auswertungsstrategie ist
beispielhaft in Abb. 7A dargestellt. Die Untersuchung der Rezeptorexpression ergab,
dass kDZ und Makrophagen von WT Tieren gp130 exprimierten, wohingegen auf
pDZ nahezu keine Expression des Rezeptors nachgewiesen wurde (Milz: Abb. 28A;
LKie: Abb. 28C). Der IL-6R wurde von kDZ, jedoch nur von einem bestimmten
Prozentsatz der pDZ exprimiert, wie an dem in Abb. 28A dargestellten Doppelpeak
zu erkennen ist (Milz: Abb. 28.A; LKs: bisher nicht untersucht). Auf Makrophagen
hingegen war die Expression des IL-6R nur sehr schwach. Der Vergleich mit den
gp130tA4 Mausen macht deutlich (schwarze Linie versus gestrichelte Linie), dass die
gp130 Expression signifikant erhoht, die Expression des IL-6R hingegen auf allen
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untersuchten myeloiden Zellpopulationen vergleichbar war. Fiir einen direkten
Vergleich wurden zunéchst die korrigierten MFI-Werte der WT Mause gemittelt und
als 1 definiert. AnschliefSend wurde der fiir jeder gp130'*44 Maus ermittelte und auf
die Isotypkontrolle korrigierte MFI-Wert ins Verhaltnis gesetzt. Wie in Abb. 28B und
Abb. 28D zu erkennen ist, war der Anstieg der relativen gp130 Expression auf den
kDZ am starksten, auf den Makrophagen hingegen am schwachsten. Die Analyse der
relativen IL-6R Expression macht deutlich, dass kDZ und pDZ von WT und
gp130tiA4 Mausen verhadltnismaflig gleich viel Rezeptor auf ihrer Oberflache
exprimierten, Makrophagen von WT Madusen hingegen eine geringfiligig hohere
Expression des IL-6R zeigten.

Da vorhergehende Daten aus KM-DZ Versuchen auf eine Negativ-Regulation der
LIFR Expression im Verlauf der DZ Differenzierung hindeuteten, wurde in einem
ersten Versuchsansatz ebenfalls die Expression des LIFR auf den myeloiden Zellen
der Milz untersucht. Wie aus Abb. 28 hervorgeht, zeigten pDZ eine stark erhohte,
Makrophagen eine schwache und kDZ (nahezu) keine LIFR Expression. Diese
Ergebnisse lassen somit vermuten, dass die LIFR Expression auf verschiedenen DZ
Subtypen unterschiedlich reguliert ist. Weitere Versuche miissen jedoch durchgefiihrt

werden, um diese Hypothese zu untermauern.
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Abb. 28: Myeloide Zellen der peripheren lymphatischen Organe von gp130''4A Miusen zeigen eine erhohte
gp130 Oberflichenexpression. Analyse der gp130, IL-6R und LIFR Expression auf myeloiden Zellen der Milz
und inguinalen Lymphknoten nach enzymatischem Verdau. Zellen von WT und gp130'44 Mausen wurden fiir
B220, CD11c und gp130, IL-6R oder LIFR gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. (A+C) Die Histogramme
zeigen die gp130, IL-6R oder LIFR Expression auf kDZ (CD11chsh B220), pDZ (CD11c* B220%) und M® (CD11cew
B220) von WT (schwarze Linien) und gp130'+44 Méusen (gestrichelte Linien) im Vergleich zur Isotypkontrolle
(grau gefiillte Histogramm). Die Zahlen innerhalb der Histogramme geben den jeweiligen MFI (median
fluorescence intensity)-Wert von WT (schwarz), gp130L44 (blau) und Isotypkontrolle (grau) an. Die fiir die Analyse
verwendete Auswertungsstrategie ist beispielhaft in Abb. 7A dargestellt. (B+D) Die Diagramme zeigen die
relative gp130 und IL-6R Expression der einzelnen Zellpopulationen von gp130M44 Méusen (n > 5) im Vergleich
zu WT Mausen (n > 6). Die korrigierten MFI Werte der WT Maéause wurden gemittelt und als 1 definiert
(gestrichelte Linie). (Box: 25%-Quantil und 75%-Quantil; Whiskers 10%-Quantil und 90%-Quantil; vertikale Linie:
Median; Punkte ober-/unterhalb Whiskers: Ausreifferwerte). Die Signifikanzwerte wurden anhand des
ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p <0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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Friihere Untersuchungen zeigten, das naive B- und T-Zellen sowohl gp130 als auch
den IL-6R auf ihrer Oberfliche exprimieren [244-246]. Ebenso war bekannt, dass
CD4* und CD8* T-Zellen ein unterschiedliches Expressionsniveau beider Rezeptoren
aufweisen [245, 247]. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden wurde auf den CD3*
T-Zellen von WT Mausen gpl130 und IL-6R nachgewiesen (Milz, Abb. 29A; LKi"s,
Abb. 29C). Eine genauere Analyse der T-Zellen ergab, dass CD4* T-Zellen weniger
gp130 exprimierten als CD8* T-Zellen und umgekehrt CD4* T-Zellen mehr IL-6R
exprimierten als CD8*T-Zellen. Entgegen der Erwartung wurde auf CD19* B-Zellen
nur ein sehr geringes Expressionsniveau beider Rezeptoren nachgewiesen. Der
direkte Vergleich von WT und gp130tA4 Mausen macht deutlich (schwarze Linie vs
gestrichelte Linie; Abb. 29A+C), dass gpl130 ebenfalls deutlich stirker auf den
Lymphozyten der gp130'44 Mause exprimiert wurde. Die Expression des IL-6R war
auf den T-Zellen der gp130'tA4 Mause im Vergleich zu den WT Mausen geringfiigig
reduziert. Die Analyse der relativen gp130 Expression legte dar, dass T-Zellen von
gp130tt44 Mausen eine 4-fach hohere gp130 Expression aufwiesen, wohingegen die
Expression auf B-Zellen sogar um das 12-fache gegeniiber den WT Kontrollen erhcht
war (oberer Boxplot: Milz - Abb. 29B; LKi"s - Abb. 29D). Im Unterschied dazu war die
relative IL-6R Expression auf den T-Zellen der gp130t24 Tiere signifikant reduziert,
die Expression auf den B-Zellen jedoch unverandert (unterer Boxplot: Milz - Abb.
29B; LKi"s - Abb. 29D).

Diese Befunde zeigen, dass die Mutation des Internalisierungsmotivs generell zu
einem Anstieg der gp130 Expression auf Inmunzellen der peripheren lymphatischen
Organe fiihrt. AufSerdem kann festgestellt werden, dass Makrophagen von gp130t44
Tieren eine erhohte, CD4* und CD8* T-Zellen hingegen ein verminderte IL-6R

Expression zeigen.
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Abb. 29: Lymphozyten der peripheren lymphatischen Organe von gp130''A* Miusen zeigen eine erhohte
gp130 Oberflichenexpression. Analyse der gp130 und IL-6R Expression auf lymphoiden Zellen der Milz und
inguinalen Lymphknoten nach enzymatischem Verdau. Zellen von WT und gp130™-A4 Mausen wurden fiir CD19,
CD3, CD4, CD8 und gp130 oder IL-6R gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. (A+C) Die Histogramme
zeigen die gp130 und IL-6R Expression auf B-Zellen (CD19*) und T-Zellen (CD3*) sowie auf CD4* T-Zellen und
CD8* T-Zellen von WT (schwarze Linien) und gp130'44 Mausen (gestrichelte Linien) im Vergleich zur Isotyp-
kontrolle (graue gefiillte Histogramme). Die Zahlen innerhalb der Histogramme geben den jeweiligen MFI
(median fluorescence intensity)-Wert von WT (schwarz), gp130'+44 (blau) und Isotypkontrolle (grau) an. Die fiir die
Analyse verwendete Auswertungsstrategie ist beispielhaft in Abb. 7B dargestellt. (B+D) Die Diagramme zeigen
die relative gp130 und IL-6R Expression der einzelnen Zellpopulationen von gp130'44 Méausen (n > 5) im
Vergleich zu WT Mausen (n > 6). Die korrigierten MFI (median fluorescence intensity)-Werte der WT Méuse wurden
gemittelt und als 1 definiert (gestrichelte Linie). (Box: 25%-Quantil und 75%-Quantil; Whiskers 10%-Quantil und
90%-Quantil; vertikale Linie: Median; Punkte ober-/unterhalb Whiskers: AusreifSerwerte). Die Signifikanzwerte
wurden anhand des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p < 0.01;
% p<0.001.
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43.3 gpl130'A2 haben eine erh6hte Frequenz an pDZ und Makrophagen in den

inguinalen Lymphknoten

Da in vorangegangen Analysen gezeigt wurde, dass die Differenzierung der KM-DZ
von gpl30i44A Mausen verlangsamt ist (4.2.3), sollte tberpriift werden, ob die
Homdostase der DZ in gp130ttA4 Mausen im Vergleich zu WT Mausen beeinflusst
ist. Neben der Untersuchung der kDZ und pDZ in den peripheren lymphatischen
Organen, wurde auch der Anteil der Makrophagen genauer untersucht, da
beschrieben ist, dass IL-6 die Monozyten/Makrophagen Differenzierung begtinstigt
(177,178, 180].

Wie in Abb. 30A zu erkennen ist, war die Frequenz der CD11chi#"B220- Zellen
(kDZ, blaue Umrandung), CD11c'B220* Zellen (pDZ, rote Umrandung) und
CD11cvB220- Zellen (Makrophagen, schwarze Umrandung) in der Milz von
gp130tiA4 Mausen leicht verringert, jedoch nicht signifikant verandert im Vergleich
zu den WT Mausen. Im Unterschied dazu war in den LK"s der gp130'tA4 Mause die
Frequenz der pDZ und Makrophagen, nicht aber der kDZ, signifikant erhoht.
Vergleichbare Ergebnisse waren auch fiir die Gesamtzellzahlen zu beobachten.
Wahrend die Zellzahl der kDZ in der Milz der gp130'42 Mause leicht verringert war,
war die Anzahl der pDZ und Makrophagen der LKi¢ geringfligig erhoht im
Vergleich zu den WT Mausen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Inhibierung der gp130 Internalisierung eine leicht
hemmende Wirkung auf die Differenzierung der kDZ hat, sich jedoch forderlich auf
die Differenzierung der pDZ und Makrophagen auswirkt.
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Abb. 30: Gp130'4A Miuse zeigen einen Unterschied in der Frequenz der kDZ, pDZ und M® in den
lymphatischen Organen im Vergleich zu WT Mausen. Fiir die Untersuchung der kDZ, pDZ und M® in der Milz
und den inguinalen Lymphknoten wurden Zellsuspensionen von WT und gpl30MA4 Mausen nach dem
enzymatischen Verdau durchflusszytometrisch auf die Expression der Oberflichenmarker CD1lc und B220
analysiert. (A) Reprasentative FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der kDZ (blaue Eingrenzung), pDZ
(rote Eingrenzung) und M® (schwarze Eingrenzung). (B) Dargestellt ist der prozentuale Anteil bezogen auf die
lebenden Einzelzellen innerhalb des FSC/SSC sowie die absolute Zellzahl der CD11chs"B220- (kDZ), CD11c¢*B220*
(pDZ) und CD11c°*B220- (M®) von WT (schwarz) und gp130"44 Mausen (grau). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SEM (Milz: n > 6; LK"&: (n > 5). Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests oder Mann-
Whitney Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p <0.01.
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43.4 Der Einfluss der gp130'44 Mutation auf die Homdostase von lymphoiden
Zellen der Milz und inguinalen Lymphknoten

IL-6 ist sowohl an dem Uberleben, der Expansion und Differenzierung von B-Zellen
[60, 68, 189, 248-251] als auch an der Proliferation, dem Uberleben und der
Polarisation von T-Zellen beteiligt [60, 246, 252-255]. Aus diesem Grund wurde
untersucht, welchen Einfluss die Mutation von gp130 auf die Homoostase der T- und
B-Zellen von gp130'44Mausen hat. Die durchflusszytometrische Analyse zeigt, dass
die Frequenz der CD19* B-Zellen in der Milz der gp130'44 im Vergleich zu den
Kontrollmadusen signifikant verringert, jedoch der Anteil in den LK"8 erhoht, wenn
auch nicht signifikant verstirkt, war (Abb. 31A+B). In Ubereinstimmung mit diesem
Befund wurde ebenso eine Abnahme der absoluten Zellzahl von B-Zellen in der Milz
nachgewiesen. Weiterhin wurde ein signifikanter Anstieg der Frequenz sowie der
absoluten Zellzahl von CD3* Zellen in der Milz, nicht aber in den LKi"g,
nachgewiesen (Abb. 31A+B). Eine genauere Betrachtung der CD4* und CD8* T-Zellen
zeigte, dass der Anstieg gleichermafien auf eine Zunahme der CD4* als auch der
CD8* T-Zellen zuriickzufithren war (Abb. 31C+D). Eine leichte, wenn auch nicht
signifikante, Erhohung der CD8* T-Zellen war auch in den LK"8 zu beobachten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine erhohte gp130 Expression die Expansion der
T-Zellen in peripheren lymphatischen Organen fordert, sowie zu einer geringen
Zunahme der B-Zellen in den LK und umgekehrt zu einer Abnahme in der Milz
fiihrt.
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Abb. 31: Gp130'4A Miuse zeigen eine erhdhte T-Zell-Frequenz in der Milz im Vergleich zu Kontrollmiusen.
Fir die Untersuchung der lymphoiden Zellen in der Milz und den inguinalen Lymphknoten wurden
Zellsuspensionen von WT und gp130'+44 Mausen nach dem enzymatischen Verdau durchflusszytometrisch fiir
die Expression von CD45, CD3, CD4, CD8 und CD19 analysiert. Die Histogramme zeigen eine reprdsentative
FACS Analyse zur prozentualen Verteilung der CD3* (T-Zellen) und CD19* (B-Zellen) (A) sowie CD4* und CD8*
T-Zellen (C) in der Milz und den inguinalen Lymphknoten. (B+D) Prozentualer Anteil bezogen auf die CD45*
Zellen sowie absolute Zellzahlen der T- und B-Zellen sowie CD4* und CD8* T-Zellen von WT (schwarz) und
gp130L4A Mausen (grau). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (Milz: n > 6; LKi"s: n > 5). Die Signifikanzwerte
wurden anhand des ungepaarten T-Tests oder Mann-Whitney Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p < 0.01;

% 1 <0.001.
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44 Die Rolle von Oncostatin M beim antiviralen Status von dermalen
Fibroblasten

Das Erkennen von Pathogenitdtsfaktoren durch Pattern recognition receptors (PRR)
stellt einen ersten wichtigen Schritt der angeborenen Immunantwort bei der Abwehr
von Infektionen dar. Die retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors (RLRs)
gehoren zu den im Zytoplasma lokalisierten PRR und spielen insbesondere bei der
Erkennung und Bindung einzel- (ss) und doppelstrangiger (ds) viraler RNA eine
entscheidende Rolle [256-259]. RIG-I wird konstitutiv in nicht-professionellen
Immunzellen wie Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen und Epithelzellen
[256, 260-264] exprimiert und in Folge einer viralen Infektion oder durch die
Behandlung mit Typ I Interferonen' (IFN) zusatzlich verstarkt [262, 265]. Auch
wurde gezeigt, dass LPS [266] und proinflammatorische Zytokine, wie IFNy" [264,
267-273], TNFa [262, 264, 274] oder IL-1f3 [275], die Expression induzieren konnen.

Obwohl IL-6-Typ Zytokine selbst keine antivirale Aktivitat besitzen [276, 277],
haben Studien belegt, dass OSM die Expression verschiedener Interferonzielgene
(ISGs, interferon stimulated genes) induziert [100, 187]. In Ubereinstimmung mit
diesem Befund haben gruppeninterne Vorversuche, bei denen die Genexpression
von OSM-behandelten humanen dermalen Fibroblasten (HDF) mittels Affymetrix ®
Gene Chips analysiert wurde, Hinweise darauf geliefert, dass OSM u.a. die
Expression der RLRs RIG-I und MDAS5 (melanoma differentiation associated gene 5)
sowie des Transkriptionsfaktors IRF1 (interferon regulatory factor 1) in HDF induziert
(nicht veroffentliche Daten H. Hermanns).

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Bedeutung von OSM fiir die Induktion des
antiviralen Status in HDF untersucht und der zu Grunde liegende molekulare

Mechanismus genauer beleuchtet werden.

441 Oncostatin M induziert eine frithe Expression antiviraler Gene in humanen

dermalen Fibroblasten

Um die Relevanz von OSM bei der Induktion von ISGs in HDF zu untersuchen,
wurden Fibroblasten verschiedener Spender iiber den Verlauf von 24 Stunden mit
OSM stimuliert. Anschliefsend wurde die RNA isoliert und die Induktion der

16 hierzu zédhlen IFNa und IFNf3
17 Typ 1 TN
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DDX58%, IFIH1» und IRFI mRNA Expression mittels qRT-PCR untersucht. Fiir die
Auswertung der relativen Genexpression wurde die Methode nach Pfaffl [197]
angewendet und die Werte der unstimulierten Probe gleich eins gesetzt.

Wie in Abb. 32A zu erkennen ist, fiihrt die Behandlung mit OSM zu einer raschen
und statistisch signifikanten Induktion von IRF1, DDX58 und IFIH1 in HDF (obere
Reihe). Auffillig hierbei ist, dass die Induktion von IRF1 deutlich frither und starker
erfolgt als die Induktion von DDX58 und IFIHI. Bereits nach einstiindiger
Behandlung mit OSM war eine maximale 20-fach erhohte IRFI Expression
nachzuweisen, die jedoch nach zweistiindiger Behandlung wieder deutlich abfiel. Im
Gegensatz dazu wurde eine um das 6- bis 8-fach erhohte DDX58 und IFIHI
Expression erst nach dreistiindiger Behandlung mit OSM nachgewiesen, die im
weiteren Verlauf langsam auf das Basalniveau absank.

Vergleichbare Ergebnisse wurden ebenfalls auf Proteinebene nachgewiesen.
Hierfiir wurden die Gesamtzelllysate der OSM-behandelten HDF zunachst mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieffend im Western Blot untersucht. Wie Abb. 32B
zeigt, induziert OSM eine friihe bereits nach einer Stunde nachweisbare IRF1
Proteinexpression und eine um zwei Stunden verzogerte RIG-I und MDAS5
Proteinexpression. Wahrend IRF1 jedoch bereits nach fiinf Stunden nicht mehr
nachzuweisen war, wurde eine maximale Proteinexpression von RIG-I und MDA5
erst nach fiinfstiindiger Behandlung mit OSM detektiert.

Neben der Induktion von IRF1 konnte zusatzlich die Expression von zwei
weiteren IRF Faktoren — IRF7 und IRF9 -, die ebenfalls fiir die antivirale
Immunantwort von Bedeutung sind, belegt werden (Abb. 32A, untere Reihe).
Ahnlich der DDX58 und IFIH1 Expression, konnte eine maximale IRF7 und IRF9
Induktion nach dreistiindiger Behandlung mit OSM nachgewiesen werden. Versuche
mit Lungen-, Synovial- und Cervix-Fibroblasten lieferten vergleichbare Ergebnisse
(eigene nicht gezeigte Daten sowie Dissertation C. Hintzen [278]).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass OSM eine frithe Induktion von
ISGs in HDF vermittelt, die durch eine zeitige und starke IRF1 Antwort und eine
darauffolgende RIG-I, MDAS5, IRF7 und IRF9 Induktion gekennzeichnet ist.

18 Genbezeichnung: RIG-I
19 Genbezeichnung: MDA5
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Abb. 32: OSM induziert die Expression von RLR sowie IRF in dermalen Fibroblasten. Humane dermale
Fibroblasten wurden fiir bis zu 24h mit 20ng/ml hOSM stimuliert und zur Analyse der Gen- und
Proteinexpression lysiert. (A) Die aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und zur
Bestimmung der relativen Expression von IRF1, DDX58, IFIH1, IRF7 und IRF9 in technischen Duplikaten mittels
qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die relative mRNA Expression des Zielgens im Vergleich zur unstimulierten
Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte (n = 4 — 5) + SEM.
Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; *, p < 0.05; **, p < 0.01;
*%, p <0.001 (versus unstimulierte Probe). (B) Fiir den Nachweis von RIG-I, MDA5 und IRF1 auf Proteinebene
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Proteine erfolgte mit spezifischen Antikérpern. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.



ERGEBNISSE 102

442 Die Induktion der Helikasen und IRF1 erfolgt iiber den Typ-II-
Rezeptorkomplex

Humane Fibroblasten exprimieren gp130, LIFR und OSMR [279], weshalb sie nicht
nur auf OSM reagieren, sondern ebenso auf LIF und das IL-6 trans-Signal. Aus
Untersuchungen mit humanen Lungenfibroblasten (HLF) war bereits bekannt, dass
OSM, nicht aber IL-6 oder LIF, die Expression von RIG-I induzieren (Dissertation C.
Hintzen [262]). Um zu {iiberpriifen, ob dieser Befund ebenfalls auf HDF zutrifft,
wurden die dermalen Fibroblasten sowohl mit LIF als auch IL-6 in Kombination mit
dem l6slichen IL-6-Rezeptor (sIL-6R) stimuliert. Wie in Abb. 33 zu erkennen ist, fiihrt
weder die Behandlung mit LIF noch die mit IL-6/sIL-6Ra zu einer nachweisbaren
RIG-I oder MDAS Proteinexpression.

hIL-6/sIL-6R

hLIF

MDAS5

a-Tubulin

" == = | RIG-

m a-Tubulin

Abb. 33: Die Induktion von RIG-I und MDAS ist zytokinspezifisch. Humane dermale Fibroblasten wurden mit
20 ng/ml hOSM, 20 ng/ml hIL-6 in Kombination mit 500 ng/ml hsIL-6R oder 10 ng/ml hLIF fiir 2 h stimuliert und
anschliefend lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
untersucht. Die Detektion von RIG-I und MDA5 erfolgte mit spezifischen Antikdrpern. a-Tubulin diente als
Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

Humanes OSM signalisiert sowohl iiber den gp130/LIFR Komplex als auch iiber
den gpl130/OSMR Komplex (siehe Abschnitt 1.1). Da die Aktivierung des Typ I
Rezeptorkomplexes (gp130/LIFR) durch LIF jedoch keine Induktion der RLRs
vermittelte, wurde postuliert, dass die Expression von RIG-I und MDAS5 auf die
Aktivierung des Typ II Rezeptorkomplexes (gp130/OSMR) zuriickzufiihren ist. Um
dies zu tiiberpriifen, wurde die LIFR Expression mittels RNA-Interferenz-Technik
inhibiert und die OSM-vermittelte IRF1, DDX58 und IFIH1 Expression mittels
qRT-PCR analysiert. Hierfiir wurden HDF transient mit siRNA (small interfering
RNA) gegen LIFR (siLIFR) transfiziert und anschliefSfend mit OSM stimuliert. Als

Kontrolle fiir die Effizienz und Spezifitat des knockdown dienten HDF, die mit einer
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nicht-inaktivierenden Kontroll-siRNA (siKtrl) transfiziert bzw. nur mit dem

Transfektionsreagenz (NT) inkubiert wurden.
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Abb. 34: Das Signal des Typ II Rezeptorkomplexes (gp130/OSMR) reicht aus, um die Expression der RLRs und
IRF1 zu induzieren. Humane dermale Fibroblasten wurden transient mit LIFR siRNA (siLIFR) oder Kontroll-
siRNA (siKtrl) transfiziert oder nur mit dem Transfektionsreagenz (NT) inkubiert. Nach zweitdgiger Inkubation
wurden die Fibroblasten fiir bis zu 5h mit 20ng/ml hOSM stimuliert und zur Analyse der Gen- und
Proteinexpression lysiert. (A+C) Die aus den Zellen isolierte RNA wurde in ¢cDNA umgeschrieben und zur
Bestimmung der relativen Expression von IRF1, DDX58, IFIH1 und LIFR in technischen Duplikaten mittels
qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im Vergleich zur
unstimulierten NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte
(n = 3) + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; **, p < 0.01
(siKtrl versus siLIFR). (B) Die Gesamtzelllysate wurden zum Nachweis des LIFR knockdown mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western Blot untersucht. Die Detektion des Rezeptors erfolgte mit einem spezifischen
Antikorper. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.

Der Vergleich der beiden Kontrollen (NT und siKtrl) mit den siLIFR transfizierten
HDF zeigt, dass trotz des Verlusts des LIFR (mRNA: Abb. 34A, Protein: Abb. 34B) die
OSM-vermittelte Induktion von IRF1, DDX58 und IFIH1 nahezu unbeeinflusst ist
(Abb. 34C). Die bei einer und zwei Stunden OSM-Stimulation auftretende leichte
Reduktion der IRF1 und DDX58 mRNA, erwies sich als statistisch nicht signifikant.

Dieses Ergebnis zeigt, dass obwohl OSM vergleichbare Affinitaiten zum humanen
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LIFR und humanen OSMR besitzt, das Signal tiber den OSMR fiir die Induktion von
RIG-I, MDA5 und IRF1 in HDF ausreicht.

443 Die OSM-induzierte Expression der Helikasen und IRF ist STAT1-abhingig

Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe legten nahe, dass die OSM-vermittelte
RIG-I Expression in HLF auf die Aktivierung des STAT1-Signals, im speziellen auf
die Phosphorylierung von Tyrosin (Tyr)701 und Serin (Ser)727 zuriickzufiihren ist
(Dissertation C. Hintzen [262]). Dies sollte in HDF weitergehend charakterisiert
werden. Als Kontrolle dienten mit IFNy-stimulierte HDF, da IFNYy ebenfalls die
Expression von RIG-I induziert [264, 267, 269, 270].
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Abb. 35: OSM induziert eine transiente Tyrosin (Y701)- und Serin (S727)-STAT1 Phosphorylierung. Fiir die
Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von STAT1 sowie der IRF1 Proteinexpression wurden humane
dermale Fibroblasten fiir bis zu 3h (A) bzw. 24 h (B) mit 20 ng/ml hOSM oder 1000 U/ml hIFNYy stimuliert und
anschliefend lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
untersucht. Der Nachweis von Y7zn- und Szr-phosphoryliertem STAT1 sowie IRF1 erfolgte mit (phospho-)
spezifischen Antikorpern. Fiir die Detektion der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen
mit einem STAT1 spezifischen Antikorper gegengefarbt. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist
ein représentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

Wie aus Abb. 35A hervorgeht, fiihrt die Stimulation mit OSM zu einer frithen
bereits nach fiinf Minuten nachweisbaren STAT1-Tyrosinphosphorylierung, gefolgt
von einer zeitlich verzogerten STAT1-Serinphosphorylierung (Abb. 35, 15min).
Wahrend jedoch die OSM-vermittelte Phosphorylierung von STAT1 dufSerst transient
ist und bereits nach einer Stunde Behandlung wieder deutlich abnimmt, fiithrt die
Stimulation mit IFNy zu einem langanhaltenden STAT1-Signal in HDF (Abb. 35A+B).
Zusatzlich zeigt die Analyse der IRF1 Proteinexpression, dass die Behandlung mit
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OSM nur eine transiente Induktion von IRF1 vermittelt (Abb. 35A, bis zu 3h),
wahrend IFNy zu einer langanhaltenden bis zu 24 Stunden nachweisbaren
Proteinexpression in HDF fiihrt (Abb. 35B, Blot 5). Das transiente OSM-vermittelte
STAT1-Signal korreliert somit mit der ebenfalls nur transient induzierten IRF1 sowie
RIG-I und MDAS5 Expression in HDF (Abb. 32).
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-+ - + - + hOSMI[2h] vermittelten STATI1-Phosphorylierung. Humane dermale Fibroblasten
e o STAT1- wurden transient mit STAT1 siRNA (siSTAT1) oder siKtrl transfiziert oder nur
————————— pY701 mit dem Transfektionsreagenz (NT) inkubiert. Nach zweitigiger Inkubation
. - - o ] STATI wurden die Fibroblasten fiir 1h (A) bzw. 2 h (B) Stunden mit 20 ng/ml hOSM
STATS stimuliert und zur Analyse der Gen- und Proteinexpression lysiert. (A) Die
— — — -
_________ pY705 aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und zur
-— -.." STAT3 Bestimmung der relativen Expression von IRF1, DDX58, IFIH1, IRF7 und IRF9
RF1 in technischen Duplikaten mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die
________ — relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im Vergleich zur
m a-Tubulin unstimulierten, NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen

GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte (n = 3) + SEM. Die Signifikanzwerte
wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (siKtrl versus siSTATI). (B)
Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und fiir den Nachweis der Y701-STAT1 und Y7s-STAT3
Phosphorylierung im Western Blot mit phosphospezifischen Antikérpern untersucht. Fiir die Detektion der
Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem STAT1 bzw. STAT3 spezifischen
Antikorper gegengefarbt. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis
aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Ein weiterer Beweis dafiir, dass die OSM-vermittelte Expression der RLRs und
IRF1/7/9 in HDF von der Induktion des STAT1-Signal abhangt, wurde durch die
Hemmung der STAT1 Proteinexpression mittels STAT1 siRNA (siSTAT1) erbracht.
Wie in Abb. 36A zu erkennen ist, wurde die Expression des STAT1-Proteins durch
die transiente Transfektion mit siSTAT1 signifikant reduziert und die durch OSM-
induzierte STAT1-Tyrosinphosphorylierung vollstandig gehemmt. Dies fiihrte, wie
erwartet, zu einer signifikanten Hemmung der IRF1, DDX58, IFIH1, IRF7 und IRF9
mRNA Expression (Abb. 36B) sowie IRF1 Proteinexpression (Abb. 36A, unterer Blot).
Da weder die Proteinexpression von STAT3, noch die OSM-induzierte STAT3-
Tyrosinphosphorylierung durch die Transfektion mit siSTAT1 beeinflusst war, muss
es sich um einen spezifischen Effekt aufgrund des knockdown von STAT1 handeln.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die OSM-vermittelte Induktion
der ISGs in HDF von der Phosphorylierung und damit Aktivierung von STAT1
abhéngig ist und bestdtigen somit frithere Beobachtungen in HLF (Dissertation C.
Hintzen [262]).

444 Der RNA Interferenz-bedingte Verlust von STAT3 fiithrt zu einer
Verlingerung der OSM-induzierten STAT1-Phosphorylierung und
Expression von ISGs

Es wurde beschrieben, dass embryonale Mausfibroblasten (MEF) von STAT3-
defizienten Maduse eine verstarkte RIG-I und MDAS5 Expression nach viraler
Infektion zeigen [280], sowie eine IFNy-ahnliche Zellantwort nach Behandlung mit
IL-6/sIL-6Rax [281]. Wang et al. [280] und Costa-Pereira et al. [281] lieferten somit den
Beweis, dass STAT3 als Negativregulator der Typ I IFN oder IL-6 Antwort fungiert,
da die virale Infektion und/oder Zytokin-vermittelte Aktivierung von STAT3-
defizienten MEF zu einer verstarkten sowie verlingerten STAT1-Phosphorylierung

und Expression von ISGs fiihrte.
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e ] Abb. 37: Der knockdown von STAT3 verstirkt die
OSM-induzierte = STAT1-Phosphorylierung und
Expression von ISGs. Humane dermale Fibroblasten
wurden transient mit STAT3 siRNA (siSTAT3) oder
siKtrl transfiziert oder NT belassen. Nach zweitagiger
- - —— - - — | Q-TUDUIIn Inkubation wurden die Fibroblasten fiir bis zu 10h
mit 20 ng/ml hOSM stimuliert und zur Analyse der
Gen- und Proteinexpression lysiert. Die aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und
zur Bestimmung der relativen Expression von (A) STAT3 sowie (C) IRF1, DDX58 und IFIHI in technischen
Duplikaten mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im
Vergleich zur unstimulierten NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind
die Mittelwerte (n = 3) + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: ¥, p <
0.05; **, p < 0.01; **, p < 0.001 (siKtrl versus siSTAT3). (B) Fiir den Nachweis der Y71-STAT1 und Y7s-STAT3
Phosphorylierung sowie (D) der Expression von RIG-I, MDA5 und IRF1 wurden die Gesamtzelllysate mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot untersucht. Die Detektion erfolgte mit (phospho-) spezifischen
Antikorpern. Fiir den Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem
STAT1 bzw. STAT3 spezifischen Antikorper gegengefarbt. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist
ein représentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

Da OSM eine langanhaltende bis zu 24 Stunden nachweisbare STAT3
Phosphorylierung in HDF vermittelt (eigene nicht dargestellte Ergebnisse sowie
[282]), stellte sich die Frage, ob STAT3 als Regulator des OSM-induzierten STAT1-
Signals wirkt. Wie in Abb. 37 zu erkennen ist, fithrte die Transfektion mit STAT3
siRNA (siSTAT3) zu einem nahezu kompletten Verlust der STAT3 mRNA (Abb. 37A)
und des STAT3 Proteins (Abb. 37B, Blot 2), sowie zur vollstindigen Inhibierung der
OSM-induzierten STAT3-Tyrosinphosphorylierung (Abb. 37B, Blot 1). Entgegen der
Beobachtung, dass der Verlust von STAT1 keinen Einfluss auf das STAT3-Signal in
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HDF hat (Abb. 36), fiihrte der knockdown von STAT3 zu einer signifikant verstarkten
STAT1-Tyrosinphosphorylierung nach 5- und 10-stiindiger Stimulation mit OSM
(Abb. 37B, Blot 3). Dariiber hinaus wurde eine Zunahme des STAT1 Gesamtproteins
in siSTAT3 behandelten HDF, nicht aber in den Kontrollen (NT und siKtrl),
beobachtet (Abb. 37B, Blot 4, Vergleich Spur 4, 8 und 12). Wie erwartet, fiihrte die
gesteigerte STAT1-Phosphorylierung in den siSTAT3 transfizierten HDF ebenso zu
einer signifikant verstdrkten und in seiner Dauer verldngerten IRF1, RIG-I und
MDA5 mRNA- (Abb. 37C) und Proteinexpression (Abb. 37D). Auch die Expression
der ebenfalls durch OSM induzierten Transkriptionsfaktoren IRF7 und IRF9 nahm in
den siSTAT3 behandelten HDF geringfiigig zu (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund
zeigt, dass STAT3 direkt oder indirekt die OSM-induzierte STAT1-abhadngige
Expression von RIG-I, MDAS5 und IRF1/7/9 supprimiert.

4.4.5 SOCS3 - Hauptregulator des OSM-induzierten STAT-Signals

Die STAT-abhdngige Induktion von Mitgliedern der SOCS Familie ist ein
grundlegender = Mechanismus, um  die chronische  Aktivierung von
Signaltransduktionswegen zu unterbinden (siehe Abschnitt 1.3.1.). Eine Reihe von
Untersuchungen zeigte, dass SOCS3 als direktes STAT3 Zielgen eine wichtige Rolle
bei der Limitierung der IL-6-Typ Zytokin Antwort spielt [283-285].
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Abb. 38: OSM induziert eine STAT3-abhingige SOCS3 und eine STAT1-abhingige SOCS1 Expression.
Analyse der SOCS3 und SOCS1 Expression in siSTAT3, siKtrl und NT transfizierten HDF mittels qRT-PCR (siehe
auch Abb. 37). Dargestellt ist die relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im Vergleich zur
unstimulierten NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte
(n = 3) + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: ¥, p < 0.05; **, p <0.01; ***,
p <0.001 (siKtrl versus siSTAT3).
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Wie Abb. 38 zu entnehmen ist, wurde die OSM-vermittelte SOCS3 mRNA
Expression durch den knockdown von STAT3 signifikant inhibiert (linkes Diagramm).
Im Gegensatz dazu wurde das STAT1-abhingige Zielgen SOCSI1 signifikant starker
und langer in den OSM-stimulierten siSTAT3 transfizierten HDF induziert (rechtes
Diagramm) und korreliert folglich mit dem ebenfalls verstarkten und in seiner Dauer
verlangerten STAT1-Signal in diesen Zellen (Abb. 37). Um nachfolgend den Beweis
zu erbringen, dass SOCS3 nicht nur an der Abschaltung des OSM-vermittelten
Signals beteiligt ist, sondern vielmehr an der Feinabstimmung der OSM-induzierten
STAT-Signalwege, wurden HDF als nachstes mit SOCS3 siRNA (siSOCS3) transient

transfiziert.
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Vergleich zur unstimulierten NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind
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Phosphorylierung  wurden phosphospezifische  Antikérper verwendet. Fiir den Nachweis der
Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem STAT1 bzw. STAT3 spezifischen
Antikorper gegengefarbt. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

Wie in Abb. 39A zu erkennen ist, wurde die Induktion der OSM-vermittelten
SOCS3 mRNA Expression nahezu vollstindig in den siSOCS3-behandelten HDF
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inhibiert. In Ubereinstimmung mit den Daten der siSTAT3-behandelten HDF wurde
eine verstarkte STAT1-Tyrosinphosphorylierung (Abb. 39B) sowie SOCS1 Expression
(Abb. 39A) nachgewiesen. Auch konnte eine geringe Verstarkung der STAT3-
Tyrosinphosphorylierung beobachtet werden, die jedoch nicht mit der Zunahme der
Phosphorylierung von STAT1 zu vergleichen war (Abb. 39B).
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untersucht. Dargestellt ist die relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im Vergleich zur unstimulierten
NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte (n = 3) + SEM.
Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: *, p <0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001
(siKtrl versus siSOCS3). (B) Die Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
untersucht. Die Detektion von RIG-I, MDAS und IRF1 erfolgte mit spezifischen Antikorpern. a-Tubulin diente als
Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein repréasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

Die Untersuchung der mRNA- (Abb. 39A) und Proteinspiegel (Abb. 39C) der RLR
und IRF Faktoren bestatigt iiberdies, dass OSM-stimulierte siSOCS3-transfizierte
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HDF signifikant mehr und langer RIG-I, MDAS5 und IRF1/7 exprimieren als die zu
vergleichenden Kontrollen.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die STAT3-abhidngige SOCS3
Induktion im Wesentlichen fiir die Limitierung der OSM-vermittelten STAT1-
Phosphorylierung verantwortlich ist, jedoch nur in geringem Mafi die STAT3-
Phosphorylierung reguliert.

44.6 Die Bedeutung von PTPN2, SUMO-1 und PML fiir die OSM-vermittelte

Induktion antiviraler Gene

Eine Reihe von Untersuchungen zeigte, dass weitere Proteine die STAT1/IRF1-
abhingige RLR Expression beeinflussen koénnen. Hierzu zdhlen die
Proteintyrosinphosphatase PTPN2 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2,
auch TC-PTP genannt), das kleine Ubiquitin-verwandte Protein SUMO-1 (small
ubiquitin-related modifier 1) sowie das Tumorsuppressor-Protein PML (promyelocytic
leukemia protein). Um zu untersuchen, ob einer der genannten Faktoren ebenfalls die
OSM-vermittelte Induktion von IRF1, DDX58 und IFIH1 beeinflusst, wurden HDF
transient mit siRNA gegen die oben erwdhnten Faktoren transfiziert und die
Anderung der mRNA Expression im Vergleich zu den siKtrl-behandelten HDF
untersucht.

Obwohl bekannt ist, dass PTPN2 die Dephosphorylierung von STAT1 vermittelt
[140, 286], zeigt die Analyse der RLR Expression in siPTPN2 transfizierten HDF keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollen, sondern lediglich einen
Trend zur verstarkten mRNA Expression bei drei Stunden (DDX58, IFIH1) und fiinf
Stunden (IFIH1). Der knockdown von PTPN2 fiihrte zwar zu einer deutlich verstarkten
IRF1 Expression nach dreistiindiger OSM-Stimulation (Abb. 414, linkes Diagramm),
die jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die RLR Expression in diesen Zellen
hatte. In Ubereinstimmung mit diesem Befund wiesen die siPTPN2-behandelten
HDF im Vergleich zu den siKtrl-transfizierten HDF nur eine leicht verliangerte
STAT1-Tyrosinphosphorylierung (Abb. 41B, bei 1h OSM) und IRF1 Expression auf
(Abb. 41B, bei 3 h OSM).
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STAT1- Abb. 41: Der knockdown von PTPN2 fiithrt zu einer
PY701 leicht verlingerten OSM-induzierten STAT1-
STAT1 Phosphorylierung und IRF1 Induktion. Humane
.~ |sTATI- dermale Fibroblasten wurden transient mit PTPN2
| pS727 siRNA (siPTPN2) oder siKtrl transfiziert oder NT
STAT1 belassen. (A) Nach zweitagiger Inkubation wurden die
IRF1 Fibroblasten fiir bis zu 5h mit 20ng/ml hOSM
stimuliert und zur Analyse der Genexpression lysiert.
a-Tubdlin = Die aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in cDNA

umgeschrieben und zur Bestimmung der relativen
Expression von IRF1, DDX58 und IFIHI in technischen Duplikaten mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist
die relative Zunahme der mRNA Expression im Vergleich zur unstimulierten NT Probe (definiert als 1),
normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte (n = 3) + SEM. Die Signifikanzwerte
wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; **, p < 0.01 (siKtrl versus siPTPN2). (B) Fiir den
Nachweis der Y7i- und S7n2-STAT1 Phosphorylierung sowie der IRF1 und PTPN2 Expression wurden die
Fibroblasten fiir bis zu 3 h stimuliert und anschliefend lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western Blot untersucht. Die Detektion erfolgte mit (phospho-) spezifischen Antikérpern. Fiir
den Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem STAT1 spezifischen
Antikorper gegengefarbt. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis
aus drei unabhéngigen Experimenten.

Ahnlich der Ubiquitinylierung stellt die SUMOylierung von Proteinen eine
posttranslationale Modifikation dar, die entweder zu einer Anderung der Aktivitat
oder Stabilitat von Proteinen fiihrt oder zu deren Translokation innerhalb der Zelle
[287]. Studien zeigten, dass die SUMOylierung von STAT1 [288, 289] wie auch IRF1
[136] die transkriptionelle Aktivitdt der Proteine einschrianken und somit die

STAT1/IRF1-abhangige Expression verschiedener Zielgene inhibieren kann.
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untersucht. Dargestellt ist die relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im Vergleich zur unstimulierten,
NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte (n = 3) + SEM.
Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: ns, p > 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001
(siKtrl versus siSUMO1). (B) Fiir den Nachweis der Y7o1- und S727-STAT1 Phosphorylierung sowie der Expression
von IRF1 wurden die Fibroblasten fiir bis zu 3h mit 20 ng/ml hOSM stimuliert und anschlieSend lysiert. Die
Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot untersucht. Die Detektion erfolgte
mit (phospho-) spezifischen Antikdrpern. Fiir den Nachweis der Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach
dem Strippen mit einem STAT1 spezifischen Antikorper gegengefarbt. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle.
Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhéangigen Experimenten.

Wie aus Abb. 42A hervorgeht, wurde trotz des effizienten knockdowns von SUMO1
(linkes Diagramm) keine verlangerte Expression von IRF1, DDX58 und IFIH1 in den
siSUMO1-transfizierten HDF nachgewiesen (rechte Diagramme). Erneut ist ein
Trend hin zu einer Zunahme der DDX58 und IFIH1 mRNA Expression nach einer
und drei Stunden OSM-Stimulation zu erkennen. Auch die Phosphorylierung und
damit Aktivierung von STAT1 selbst, zeigt keine Verdnderung zwischen den
siSUMO1-transfizierten HDF und den Kontrollen (Abb. 42B).
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Abb. 43: Der knockdown von PML hat keinen Einfluss auf die OSM-vermittelte Induktion von IRF1, DDX58
und IFIH1. Humane dermale Fibroblasten wurden transient mit PML siRNA (siPML) oder siKtrl transfiziert oder
NT belassen. Nach zweitdgiger Inkubation wurden die Fibroblasten fiir bis 3 h mit 20 ng/ml hOSM stimuliert und
anschlielend lysiert. Die aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und zur Bestimmung
der relativen Expression von PML, IRF1, DDX58 und IFIHI in technischen Duplikaten mittels qRT-PCR
untersucht. Dargestellt ist die relative Zu- bzw. Abnahme der mRNA Expression im Vergleich zur unstimulierten
NT Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte
(n=2-3) + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: *, p < 0.05 (siKtrl versus
siPML).

PML selbst ist ein Interferonzielgen [290], gilt jedoch ebenso als Regulator des
Typ I- und Typ II IFN-induzierten Signals [291, 292], weshalb es eine wichtige Rolle
bei der antiviralen Immunantwort spielt. Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe
zeigten, dass OSM die Expression von PML in HDF induziert (Affymetrix Gene
Chips - nicht veroffentlichte Daten H. Hermanns und Abb. 43A, linkes Diagramm).
Obwohl die Transfektion mit siPML die Expression von PML in HDF signifikant
inhibierte (Abb. 43A, linkes Diagramm), wurde die OSM-vermittelte Induktion von
IRF1, DDX58 und IFIH1 durch den knockdown nicht positiv beeinflusst (Abb. 43).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PTPN2 und SUMOI1 eine eher
untergeordnete und PML keine Rolle bei der OSM-vermittelten ISG Expression in

HDF einnehmen.
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4.4.7 OSM verstiarkt die IFN-induzierte Expression der Helikasen in HDF

Die frithe und transiente Induktion der RLR in OSM-behandelten HDF legt die
Vermutung nahe, dass OSM an der antiviralen Immunantwort in diesen Zellen
beteiligt ist. Untersuchungen, bei denen der =zytopathische Effekt einer
Enzephalomyokarditis Virus (EMCV) Infektion in HDF analysiert wurde, haben
gezeigt, dass eine hohe Konzentration IFNy notwendig ist, um eine zu den Typ I IFN
vergleichbare antivirale Abwehr in HDF zu induzieren. Wurden die HDF allerdings
vor der Stimulation mit IFNy zusatzlich mit OSM vorbehandelt oder erfolgte eine
gleichzeitige Behandlung mit OSM und IFNYy, konnte beobachtet werden, dass eine
geringere Konzentration von IFNYy ausreichte, um die Zellen gegen eine EMCV
Infektion zu schiitzen. Die alleinige Behandlung mit OSM hingegen hatte keine
antivirale Aktivitat (Kooperation mit Dr. Anna-Paula Costa-Pereira, Imperial College
London).
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Abb. 44: OSM verstirkt die IFNy-induzierte RLR Expression. Humane dermale Fibroblasten wurden 2 h (A)
bzw. 3 h (B) mit 20 ng/ml hOSM vorbehandelt, anschlieend fiir 2 h mit 1000 U/ml IFNy stimuliert und zur
Analyse der Gen- und Proteinexpression lysiert. (A) Die aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und zur Bestimmung der relativen Expression von DDX58 und IFIHI in technischen Duplikaten
mittels qRT-PCR untersucht. Dargestellt ist die relative Zunahme der mRNA Expression im Vergleich zur
unstimulierten Probe (definiert als 1), normalisiert auf das Referenzgen GAPDH. Gezeigt sind die Mittelwerte
(n=3 - 4) + SEM. Die Signifikanzwerte wurden anhand des ungepaarten T-Tests bestimmt: *, p < 0.05 (versus
unstimulierte Probe). (B) Fiir den Nachweis von RIG-I und MDAS auf Proteinebene wurden die Gesamtzelllysate
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit spezifischen Antikérpern untersucht. a-Tubulin diente
als Beladungskontrolle. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Experimenten.

Um zu tiberpriifen, ob beide Zytokine zur Verstarkung der antiviralen Antwort

miteinander interagieren, wurden HDF mit OSM vorbehandelt und anschlieffend mit
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IFNY stimuliert. Die Analyse der DDX58 und IFIH1 Induktion ergab, dass in der Tat
die kombinierte Stimulation mit OSM und IFNy zu einer verstarkten Induktion der
RLRs fiihrt, die sich durch eine verstarkte DDX58 und IFIH1 (Abb. 44A) sowie RIG-I
und MDAS Expression nachweisen liefs (Abb. 44B).

Diese Daten machen deutlich, dass das OSM-induzierte STAT1-Signal mit dem
IFNvy-induzierten STAT1-Signal in HDF kooperiert, um so die antivirale

Immunantwort zu verstarken.

4.4.8 Die OSM-vermittelte RLR Expression ist speziesunabhingig

Um zukiinftig die physiologische Relevanz des Crosstalk von OSM und IFNy auf die
antivirale Inmunantwort auch in vivo untersuchen zu konnen, stellte sich die Frage
ob OSM die Expression von ISG auch in Maus- und Rattenzellen induziert. Aus
diesem Grund wurde im letzten Versuchsabschnitt dieses Projekts die OSM-
abhiangige Induktion der RLR und von IRF1 sowohl in vaskuldren glatten
Muskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMCs) und dermalen Fibroblasten
(Zelllinie L-929) der Maus als auch in dermalen Fibroblasten (rat dermal fibroblasts,
RDF) und neonatalen kardialen Fibroblasten (neonatal rat cardiac fibroblasts, NRCFBs)
der Ratte untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass OSM keine Expression von
Ddx58 und Ifihl in den dermalen Maus- und Rattenfibroblasten induziert (Abb.
45A-D), jedoch ein Trend zur Zunahme beider RLR in OSM-behandelten VSMCs und
NRCFBs besteht. Eine verstarkte Induktion von Irfl konnte, mit Ausnahme der L-929
dermalen Mausfibroblasten (Abb. 45A), in allen untersuchten Zelltypen
nachgewiesen werden (Abb. 45 B-D). Die Untersuchung des STAT1-Signals bestatigt
zudem eine OSM-vermittelte Tyrosin- und Serinphosphorylierung von STATI in
allen getesteten Zellen (Abb. 45 E+F). Obwohl OSM die Expression von RLR und
IRF1 nicht in gleichem Mafs in allen untersuchten Maus- und Rattenzellen induziert,
deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass es sich bei der OSM-vermittelten Expression

von ISG um einen generellen, speziesunabhangigen Effekt handelt.
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Abb. 45: Die OSM-vermittelte Ddx58, Ifih1 und Irfl mRNA Expression in Maus- und Rattenzellen. (A) Dermale
Mausfibroblasten (L-929, n = 2) und (B) murine vaskuldre glatte Muskelzellen (VSMC, n = 3) sowie (C) dermale
Rattenfibroblasten (RDF, n = 2) und (D) neonatale kardiale Rattenfibroblasten (NRCFB, n = 4) wurden
entsprechend der Beschriftung mit 10 ng/ml mOSM bzw. 10ng/ml rOSM stimuliert und zur Analyse der
Genexpression lysiert. Die aus den Zelllysaten isolierte RNA wurde in ¢cDNA umgeschrieben und zur
Bestimmung der relativen Expression von Ddx58, Ifihl und Irfl in technischen Duplikaten mittels qRT-PCR
untersucht. Dargestellt ist die relative Zunahme der mRNA Expression im Vergleich zur unstimulierten Probe
(definiert als 1), normalisiert auf die Referenzgene Actb (A), Hprt (B) oder Gapdh (C+D). Gezeigt sind die
Mittelwerte (n > 2) + SEM. (E+F) Fiir den Nachweis der Y7o1- und S77-STAT1 Phosphorylierung wurden die Maus-
und Rattenzellen entsprechend der Beschriftung mit 10 ng/ml mOSM bzw. 10ng/ml rOSM stimuliert und
anschlieffend lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
untersucht. Die Detektion erfolgte mit (phospho-) spezifischen Antikoérpern. Fiir den Nachweis der
Gesamtproteinmenge wurde die Membran nach dem Strippen mit einem STAT1 spezifischen Antikorper
gegengefarbt. a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis aus zwei
(Maus) bzw. fiinf (Ratte) unabhédngigen Experimenten.
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5. DISKUSSION
5.1 Die Regulation der IL-6 Rezeptorexpression auf dendritischen Zellen

Interleukin-6 (IL-6) ist eins der umfassend erforschtesten Zytokine unserer Zeit.
Dennoch ist IL-6 aufgrund seiner pleiotropen Eigenschaften und der Komplexitat
seiner ausgelosten Signale nach wie vor Mittelpunkt zahlreicher wissenschaftlicher
Fragestellungen. Die Besonderheit des IL-6-Signals besteht darin, dass es
kontextbezogen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften besitzt, die
abhangig von der Dauer des Signals protektiv oder aber schadigend wirken konnen.
Aus diesem Grund ist die Erforschung der Regulationsmechanismen des IL-6-Signals
von besonderem Interesse, um neue und spezifischere Ansatzpunkte fiir
klinische/pharmakologische Interventionsstrategien zu erarbeiten.

Ein bisher (in wvivo) nur wenig erforschter Regulationsmechanismus, der
vermutlich einen wesentlichen Beitrag zur Balance der IL-6 Zytokinwirkung (und
anderer Zytokine der Familie) beitragt, ist die durch Endozytose veranderbare
Verfiigbarkeit der Rezeptorkette gp130. Studien haben gezeigt, dass eine effektive
Internalisierung von gp130 nicht nur durch den Liganden selbst, sondern auch durch
vorgeschaltete proinflammatorische Zytokine oder Zellstress induziert werden kann
[52, 53]. Diese strenge Regulation der Rezeptorexpression ist deshalb von Bedeutung,
weil wiahrend entziindlicher Prozesse nicht nur der IL-6-Serumspiegel enorm
ansteigen kann¥, sondern ebenso die Konzentration an 16slichem IL-6R (sIL-6R) [60].
Der a-Rezeptor IL-6R wird nur von wenigen Zellen exprimiert (Hepatozyten,
Leukozyten), weshalb das klassische IL-6-Signal auch nur auf diese Zelltypen
beschrankt ist. Wahrend einer Entziindungsreaktion werden vermehrt
Metalloproteinasen exprimiert, die dazu fiihren, dass der IL-6R von infiltrierenden
Leukozyten freigesetzt wird. Dies hat zur Folge, dass alle in unmittelbarer
Umgebung zum Entziindungsherd befindlichen Zellen aktiviert werden konnen, da
der IL-6/sIL-6R-Komplex agonistisch wirkt und gp130 auf nahezu allen Zellen
exprimiert wird (IL-6 trans-Signal, sieche Abschnitt 1.1.2).

Ein fiir Immunreaktionen zentraler und wichtiger Zelltyp des angeborenen
Immunsystems sind dendritische Zellen (DZ). Ihre immunregulatorische Fahigkeit

besteht darin, tiber spezifische Rezeptoren (PRRs, pattern recognition receptors)

20 Im gesunden Zustand liegt die Serumkonzentration von IL-6 im Bereich von wenigen pg/ml. Wahrend eines
septischen Schocks kann diese in Bereiche von mg/ml ansteigen.
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Strukturmerkmale von Pathogenen (PAMPS, Pathogen-associated molecular patterns) zu
erkennen, diese aufzunehmen und zu prozessieren, um sie anschliefend mit Hilfe
von Molekiilen des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC,  major
histocompatibility complex) naiven T-Zellen zu présentieren. Dariiber hinaus
sezernieren sie proinflammatorische Zytokine (inklusive IL-6 und OSM) und
induzieren die Expression kostimulatorischer Molekiile, die zur Aktivierung und
Polarisation von T-Zellen des adaptiven Immunsystems fiihren.

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass IL-6 die Differenzierung
und funktionellen Eigenschaften der DZ beeinflussen kann. Die biologische Wirkung
von IL-6 wird bisher jedoch kontrovers diskutiert. Menetrier-Caux et al. [176] und
Ratta et al. [178] postulieren in ihren Studien einen inhibitorischen Effekt, da IL-6 die
DZ-Differenzierung aus hamatopoetischen Vorlauferzellen (CD34") inhibierte und
stattdessen die der Monozyten forderte. Einhergehend damit haben Mitani et al. [177]
und Chomorat et al. [180] demonstriert, dass Monozyten (PBMCs, peripheral blood
mononuclear cells) in Anwesenheit von IL-6 vermehrt zu Makrophagen differenzieren.
Sie konnten zeigen, dass das IL-6-Signal nicht nur die Freisetzung des Makrophagen-
spezifischen ~Wachstumsfaktors M-CSF (macrophage colony-stimulating  factor)
induzierte, sondern ebenso die Expression des M-CSF Rezeptors (M-CSFR) forderte.
Studien von Park et al. [179] und Kitamura et al. [293] deuteten ferner darauf hin, dass
das IL-6/STAT3-Signal die Maturierung der DZ unterdriickt, indem es die Expression
der antigenprasentierenden MHC-Molekiile sowie der Kostimulatoren CD80 und
CD86 hemmte. Dem entgegen weisen zwei andere Studien darauf hin, dass endogen
produziertes IL-6 fiir die Differenzierung und Proliferation der DZ giinstig ist [181,
182]. Wahrend Santiago-Schwarz et al. [182] gezeigt haben, dass eine erhohte IL-6
Konzentration in CD34* Zellkulturen (Knochenmarkvorlaufer) mit einer starkeren
DZ Proliferation einhergeht, haben Brasel et al. [181] nachgewiesen, dass die
Inkubation mit einem anti-IL-6 Antikorper die Anzahl der DZ in FIt3L (Fms-related
tyrosine kinase 3 ligand)-gereiften Knochenmark-Kulturen deutlich reduzierte.
Interessant in diesem Zusammenhang ist auch ein Befund von Bernhard et al. [294],
der zeigt, dass hyper-IL-62, aber nicht IL-6, forderlich fiir die Differenzierung
funktioneller DZ aus PBMCs ist. Umgekehrt haben Sere et al. [158] nachgewiesen,
dass hyper-IL-6 eine blockierende Wirkung auf die DZ-Maturierung in FIt3L-
gereiften KM-DZ Kulturen hat.

21 Fusionsprotein aus IL-6 und 16slichem IL-6R
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Ein wichtiger Aspekt, der in den erwahnten Studien nicht berticksichtigt wurde,
ist die Variabilitit der Rezeptorexpression auf Zellen unterschiedlichen
Differenzierungs- und Aktivierungsgrads. Zwar wurde vielfach gezeigt, dass DZ
sowohl gp130 als auch den IL-6R auf ihrer Oberflache exprimieren [179, 295-297],
doch ist unbekannt wie die Rezeptorexpression auf diesen Zellen reguliert ist. Aus
diesem Grund sollte der Hypothese auf den Grund gegangen werden, dass fiir die
unterschiedliche biologische Wirkung von IL-6 die verdnderbare Verfligbarkeit des
IL-6 Rezeptors auf DZ eine zentrale Rolle spielt. Hierfiir wurde die Expression der
IL-6 Rezeptoren im Verlauf der DZ-Differenzierung am Beispiel GM-CSF-gereifter
KM-DZ genauer untersucht. Weiterhin wurde beleuchtet, wie sich die gp130
Expression wahrend der DZ-Reifung verdndert, da es bereits Hinweise auf eine

aktivierungsbedingte cross-Regulation des IL-6-Rezeptors gab [177].

5.1.1 Charakterisierung GM-CSF-gereifter dendritischer Zellen aus murinem

Knochenmark

Die Generierung dendritischer Zellen aus Knochenmark (KM-DZ) durch Behandlung
mit GM-CSF  (granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor)  gilt  als
Standardmethode zur Gewinnung grofier Mengen DZ fiir in vitro Versuche [167,
192]. Obwohl GM-CSE-gereifte DZ ihrer Entwicklung nach den inflammatorischen
DZ zuzuordnen sind und nicht den steady-state konventionellen DZ (kDZ) [160, 168],
gelten sie doch als allgemeines Modellsystem zur Untersuchung der Entwicklung
und funktionellen Eigenschafen von DZ. Genau wie kDZ exprimieren GM-CSF-
gereifte KM-DZ nach Aktivierung vermehrt MHCII- und kostimulatorische
Molekiile (CD40, CD80, CD86) auf ihrer Oberflache. Des Weiteren sind sie in der
Lage naive T-Zellen zu aktivieren und deren Differenzierung zu induzieren. Die
Polarisierung der T-Helferzellen (Th1l, Th2, Th17, Treg) ist von den regulatorischen
Eigenschaften der DZ abhangig. Diese werden durch die Maturierungsbedingungen
bestimmt, die dhnlich der Polarisation bei T-Zellen zur Entstehung verschiedener DZ
Subtypen mit wunterschiedlichen Reifegraden fithren (siehe Abschnitt 1.4.2
Reifungsstadien von DZ). In vitro kann die Maturierung der DZ durch die
Behandlung mit mikrobiellen Antigenen oder proinflammatorischen Zytokinen
induziert werden. Studien zeigten, dass eine Behandlung mit TNFa (ohne eine
zusatzliches weiteres Signal) zur Entstehung semireifer DZ fiihrt, die eine Th2-
Polarisation bedingen [173, 298]. LPS hingegen vermittelt die Induktion eines

vollreifen DZ Phénotyps, der insbesondere durch die Sezernierung von IL-6 und
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IL-12 die Polarisation von Thl-Zellen fordert [204, 299, 300]. Ctx hingegen, scheint
die Induktion von sowohl semireifen als auch reifen DZ zu vermitteln, die entweder
zu einer Th2 [211] oder aber zu einer Th17 Antwort fithren [214, 301].

Da fiir die Analyse der IL-6 Rezeptorexpression neben ,unreifen” DZ» auch DZ
verschiedener Reifegrade untersucht werden sollten, wurden zundchst die
unterschiedlichen DZ Subtypen anhand der Expression von Oberflaichenmarkern
(MHCII, CD40, CD80, CD86) und Zytokinen charakterisiert. In Ubereinstimmung
mit der Literatur [167, 192] wurde gezeigt, dass murine Knochenmarkzellen in
Anwesenheit von GM-CSF zu CD11c* KM-DZ differenzierten, die an Tag 8 in Kultur
bereits positiv fiir MHCII, CD40, CD80 und CD86 waren. Sowohl die Behandlung
mit LPS als auch mit TNFa oder Ctx verstarkte die Expression dieser
Oberflachenmarker, wobei die hochste Zunahme durch die Behandlung mit LPS
induziert wurde. Ctx wiederum vermittelte eine starkere MHCII und CD86
Expression, als die Behandlung mit TNFa. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass in
LPS-behandelten KM-DZ Kulturen die Transkription einer Vielzahl von
proinflammatorischen Zytokinen erhoht war. Die Behandlung mit Ctx hingegen
verstarkte nur die 116, 1I1b und Il112a mRNA Expression, inhibierte jedoch die Tnfa
und [123a mRNA Expression. Im Gegensatz dazu konnte in TNFa-behandelten KM-
DZ Kulturen keine Zytokininduktion nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
fithrten zu dem Schluss, dass die hier angewendeten Maturierungsmodelle den in
der Literatur beschriebenen vergleichbar sind. Daher wurde angenommen, dass LPS
einen vollreifen, TNFa einen semireifen und Ctx einen reifen (KM-)DZ Phanotyp

induzierten.

51.2 Die Expression der IL-6-Typ Zytokin-assoziierten Rezeptoren auf

dendritischen Zellen ist unterschiedlich reguliert

Bereits im Vorfeld dieser Arbeit war bekannt, dass DZ gp130 und IL-6R auf ihrer
Oberflache exprimieren [179, 295-297]. Dariiber hinaus deuteten Untersuchungen
von Jung et al. [302] und Satphaty et al. [303] darauthin, dass DZ ebenso einen
funktionellen OSMR wund LIFR exprimieren. Mit Hilfe von Gen- wund
Proteinexpressionsanalysen wurde zundchst bestatigt, dass ausgereifte KM-DZ
(CD11c*MHCIIY) gp130 und den IL-6R sowie zusatzlich den LIFR exprimieren. Die

22 Bezieht sich auf Tag 8 GM-CSF-gereifte DZ aus Knochenmarkzellen, die nicht mit anderen Stimulanzien
behandelt wurden
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Ergebnisse lieffen ferner darauf schlieflen, dass gp130 am starksten, der IL-6R und
LIFR hingegen nur sehr schwach auf KM-DZ exprimiert werden. Entgegen friiherer
Untersuchungen [302], wurde fiir OSMR nur eine sehr geringe Genexpression und
keine Proteinexpression auf KM-DZ nachgewiesen. Die Analyse der
Gesamtzelllysate ergab kein detektierbares OSMR-Signal im Western Blot sowie
keine Aktivierung von OSM-relevanten Signalwegen nach Stimulation mit OSM
(eigene nicht dargestellte Ergebnisse sowie Bachelorarbeit R. Schlund [213]). Aus
diesem Grund wird vermutet, dass KM-DZ keinen OSMR exprimieren. Dieses
Ergebnis steht damit im deutlichen Gegensatz zu dem Befund von Jung et al. [302],
die in ihrer Studie eine erhohte OSMR Expression auf GM-CSF-gereiften KM-DZ
sowie eine OSM-vermittelte KM-DZ Maturierung nachgewiesen haben. Die Autoren
nahmen folglich an, dass der beobachtete Effekt der DZ-Maturierung auf einer durch
den  gpl30/OSMR-Komplex-vermittelten = Zellaktivierung  beruht.  Diese
widerspriichlichen Befunde hinsichtlich der OSMR Expression konnten darin
begriindet sein, dass Jung et al. [302] fiir die Generierung der DZ aus Knochenmark
rekombinantes GM-CSF sowie zusdtzlich rekombinantes IL-4 verwendeten. Im
Unterschied dazu wurden die fiir diese Arbeit verwendeten KM-DZ mit Hilfe eines
GM-CSF-angereicherten Uberstands einer murinen Myelomzelllinie generiert.
Entweder es war ein zusitzlicher Faktor im GM-CSF-Uberstand enthalten der die
OSMR-Expression  verhinderte, oder aber IL-4 beglinstigte die OSMR
Oberflachenexpression. Ein weiterer Faktor der von den Autoren Jung et al. nicht
berticksichtigt wurde ist, dass OSM ebenso tiber einen Komplex aus gp130 und LIFR
signalisieren kann [106]. Eine Analyse der LIFR Expression fehlt jedoch. Zwar deuten
die in dieser Arbeit dargelegten Befunde, nur auf eine sehr geringe LIFR Expression
auf KM-DZ hin (Abb. 11C) (welche zudem unzureichend ist um die Zellen zu
aktivieren), doch ist aufgrund der unterschiedlichen Behandlung der KM-DZ
ebenfalls eine veranderte LIFR Expression nicht génzlich auszuschliefSen. Inwiefern
die Expression des OSMR und/oder LIFR durch die Behandlung beeinflusst ist,

miisste durch zusétzliche Experimente aufgeklart werden.

Weiterhin wurde untersucht, inwiefern sich das Expressionsmuster der Rezeptoren
(gp130, IL-6R, LIFR) im Verlauf DZ-Differenzierung verandert. Die Analyse ergab,
dass die GM-CSF-vermittelte Differenzierung der KM-DZ mit einem drastischen
Verlust der LIFR Expression, sowie mit einer geringen aber stetigen Zunahme der
gp130 Expression auf den CD11c"MHCII* KM-DZ einhergeht. Die Expression des
IL-6R hingegen war iiber den Verlauf der Differenzierung nahezu unbeeinflusst. Aus

diesem Grund wurde vermutet, dass die Sensitivitat gegeniiber LIF im Verlauf der
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DZ Differenzierung abnimmt, wahrend sich die Sensitivitdat gegeniiber IL-6 nicht
wesentlich verdnderte. Auch vorhergehende Untersuchungen von Satphaty et al. [303]
legten bereits die Vermutung nahe, dass die Negativ-Regulation der LIFR Expression
tiir die kDZ Differenzierung eine Rolle spielt. Die Autoren konnten zeigen, dass der
Transkriptionsfaktor Zbtb46, der in pra-DZ und kDZ nicht aber in anderen
Immunzellen exprimiert wird, als Repressor der G-CSFR und LIFR Expression
fungiert. Wurde dieser in Knochenmarkzellen iiberexprimiert, war eine Zunahme
der CD4* kDZ in der Milz zu beobachten. Dieser Befund deutete somit daraufhin,
dass eine Abnahme der LIFR Expression mit einer verbesserten kDZ Differenzierung
in Verbindung steht. Einhergehend mit dieser Vermutung wurde in weiteren
Analysen dieser Arbeit gezeigt, das kDZ aus peripheren lymphatischen Organen
nahezu keinen LIFR auf ihrer Oberfliche exprimieren, wahrend pDZ und
Makrophagen eine erhohte LIFR Expression zeigten. Auch wurde nachgewiesen,
dass sowohl kDZ als auch Makrophagen gp130 exprimieren, pDZ im Vergleich dazu
aber nahezu keine gp130 Expression aufwiesen. Uberraschenderweise wurde
umgekehrt auf Makrophagen so gut wie keine IL-6R Expression nachgewiesen,
wiahrend beide DZ-Subtypen eine deutliche IL-6R Expression zeigten. Dies ist
insofern verwunderlich, als dass verschiedene Studien vermuten lassen, dass IL-6 als
Wachstums- und Differenzierungsfaktor von Monozyten/Makrophagen dient [177,
180].

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauthin, dass die Expression der
einzelnen IL-6-Typ-assoziierten Rezeptoren auf dendritischen Zellen einer
komplexen und differentiellen Regulation zu unterliegen scheint und sich auflerdem
zwischen den verschiedenen DZ-Subtypen unterscheidet. Es kann vermutet werden,
dass die Differenzierung der kDZ mit einem Verlust der Responsivitit gegeniiber LIF
einhergeht, wahrend die Responsivitat gegentiber IL-6 erhalten bleibt. Unklar ist
bisher nur, warum pDZ zwar den IL-6R und LIFR exprimieren, jedoch nicht die
allgemeine Rezeptorkette gpl30. Dies wiirde bedeuten, dass pDZ generell
unempfindlich gegentiber IL-6-Typ Zytokinen sind. Es stellt sich daher die Frage, ob
dhnlich den Befunden in Mastzellen [304], die Oberflachenexpression von gp130 erst
in Folge der Aktivierung der pDZ induziert wird. Untersuchungen diesbeziiglich

wurden bisher nicht durchgefiihrt und sind daher Ziel zukiinftiger Versuche.
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513 Die gp130 Expression auf KM-DZ wird durch verschiedene

Maturierungsstimuli unterschiedlich reguliert

Stressfaktoren und proinflammatorische Zytokine konnen regulierend auf die
Expression von gp130 einwirken. Radtke at al. [52] haben gezeigt, dass bereits eine 30-
miniitige Vorbehandlung mit IL-138 oder TNFa eine signifikante Abnahme der gp130
Zelloberflachenexpression auf Hepatozyten (HepG2) zur Folge hat. Hiermit
verbunden war ebenfalls eine 50%-ige Reduktion der IL-6-vermittelten STAT3
Phosphorylierung in diesen Zellen. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnte
bereits in fritheren Untersuchungen von Ahmed & Ivashkiv [219] eine antagonistiche
Wirkung von Stressfaktoren und proinflammatorischen Agenzien (TNFa, IL-13; LPS)
auf das IL-6-Signal in Monozyten und Makrophagen beobachtet werden. Eine
kiirzlich veroffentlichte Studie von Honke et al. [218] lieferte tiberdies einen Hinweis
darauf, dass die gp130 Expression auf Monozyten ebenfalls iiber einen Crosstalk
Mechanismus reguliert zu werden scheint. In Patienten mit juveniler idiopathischer
Arthritis (JIA) wurde eine signifikant verminderte gpl130 Expression auf den
Monozyten der Synovialfliissigkeit, im Vergleich zu peripheren Monozyten des Bluts
(PBMC) nachgewiesen. Interessant in diesem Zusammenhang sind auch Befunde
von Mitani et al [177] die zeigen, dass die Behandlung von PBMCs mit TNFq, IL-13
oder LPS die inhibitorische Wirkung von IL-6 auf die DZ-Differenzierung aufhebt.
Ein zugrunde liegender Mechanismus ist bisher nicht beschrieben, liefSe sich aber
ebenfalls durch eine verminderte Responsivitit der Zellen aufgrund einer
verminderten gpl30 Expression erklaren. Diese Ergebnisse bestirken die
Vermutung, dass die gp130 Cross-Regulation generell ein wichtiger Mechanismus zu
sein scheint, um die Responsivitat von Zellen gegeniiber IL-6 (sowie anderen IL-6-
Typ Zytokinen) zu regulieren.

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchung wurde nun erstmals
demonstriert, dass die gp130 Expression ebenso auf DZ durch die Behandlung mit
proinflammatorischen Faktoren (LPS, TNFa, Ctx) herunterreguliert wird. Auffallig
hierbei war jedoch, dass sich die Stiarke und Dauer der gpl30 Cross-Regulation
abhéangig vom Maturierungsstimulus deutlich unterschied. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Stimulation mit TNFa eine 50%-ige, mit Ctx eine bis zu 70%ige und
mit LPS sogar eine bis zu 95%-ige Reduktion der gpl30 Expression auf
CD11c'MHCII* KM-DZ induzierte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass TNFa
und Ctx eine transiente (bis zu 5h), LPS hingegen eine dauerhafte Abnahme der
gp130 Expression induzierte. Eine Erklarung fiir die Unterschiede beziiglich der

Quantitdt der Rezeptorregulation konnte sein, dass Ctx und LPS die Produktion
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proinflammatorischer Zytokine induzierten (siehe Abschnitt 4.1.2), die vermutlich in
einem autokrinen Loop die Regulation von gpl30 zusatzlich verstirkten. Die
langanhaltende Reduktion durch LPS wiederum, konnte eindeutig auf die
Inhibierung der Il6st mRNA Expression in den KM-DZ Kulturen zuriickgefiihrt
werden.

Wie bereits in den Studien von Park et al. [179] und Kitamura et al. [293] angedeutet,
scheint IL-6 unter homoostatischen Bedingungen die Aktivierung/Reifung der DZ zu
verhindern. Durch die Freisetzung frither proinflammatorischer Zytokine (TNFa)
oder aber durch das Pathogen selbst (LPS, Ctx) wird jedoch gewdhrleistet, dass
wiahrend der Induktion einer Immunantwort die Responsivitit gegentiber IL-6 sinkt,

sodass eine optimale Maturierung/Reifung der DZ ermoglich wird.

51.4 Die Regulation von gp130 auf KM-DZ erfolgt je nach Stimulus iiber einen

p38-abhingigen oder -unabhingigen Mechanismus

Sowohl Radtke et al. [52] als auch Honke et al. [218] haben gezeigt, dass die
Cross-Regulation von gp130 auf Hepatozyten und Monozyten auf eine beschleunigte
p38/MK2-vermittelte Endozytose des Rezeptors zuriickzufiihren ist. Es ist bekannt,
dass LPS und TNFa zu frithen Zeitpunkten (bis 30 min) die Phosphorylierung von
p38 in DZ induzieren [305]. Vergleichbare Studien mit Ctx-behandelten DZ
existierten bisher nicht, doch belegten Untersuchungen mit Adipozyten und B-Zellen
ebenfalls eine frithe Ctx-vermittelte p38-Phosphorylierung [216, 306]. In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde in LPS- und Ctx-behandelten
KM-DZ eine Zunahme der MK2-, sowie in TNFa-behandelten KM-DZ eine Zunahme
der p38-Phosphorylierung nachgewiesen, die bis zu fiinf Stunden nach Behandlung
prasent war. Folglich wurde angenommen, dass die Herunterregulation von gp130
auf CD11c'MHCII* KM-DZ auf einer beschleunigten durch p38-induzierten
Internalisierung des Rezeptors beruht und sich vermutlich durch die Inhibierung des
p38-Signals verhindern lieffe. Die Analyse der p38-Inhibitor-behandelten KM-DZ
ergab, dass diese Zellen zwar vor der gp130 Cross-Regulation durch TNFa sowie Ctx
geschiitzt waren, LPS jedoch nach wie vor zu einer signifikant verminderten gp130
Oberflachenexpression fiithrte. Dieses Ergebnis liefs darauf schliefSen, dass TNFa und
Ctx in der Tat zu einer beschleunigten p38-abhangigen Cross-Regulation von gp130
fithrten, wahrend LPS einen anderen Mechanismus zu induzieren scheint. Bestatigt
wurde  diese  Annahme ferner durch die Befunde von gpl30

internalisierungsdefizienten (gp130t44) KM-DZ. Mit deren Hilfe konnte eindeutig
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nachgewiesen werden, dass TNFa oder Ctx zu einer Internalisierung des Rezeptors
fithrten, da die Behandlung der gp130tt44 KM-DZ mit diesen Stimulanzien keinen
Effekt auf die gpl30 Expression hatte. Dem gegeniiber wiesen LPS-behandelte
gp130ttAA KM-DZ immer noch eine signifikante Abnahme der gp130 Expression auf.
Ein kompetitiver Effekt aufgrund der LPS-vermittelten IL-6 Sezernierung zwischen
Zytokin und dem fiir die FACS Messung verwendeten Antikorper konnte
ausgeschlossen werden. Allerdings ist zu bemerken, dass eine frithe LPS-vermittelte
Internalisierung von gpl30 trotz der oben erwédhnten Ergebnisse nicht
ausgeschlossen werden kann, da gpl30t24A KM-DZ eine zu WT KM-DZ
verlangsamte Reduktion der gp130 Oberflachenexpression aufwiesen. Wahrend LPS
bereits nach 30-miniitiger Behandlung eine 50%-ige Reduktion von gp130 auf WT
CD11c*'MHCII* KM-DZ induzierte, war auf gp130t:44 CD11c"MHCII* KM-DZ nur
eine etwa 20%-ige Reduktion in der gleichen Zeitspanne zu beobachten. Dieses
Ergebnis konnte somit ein Hinweis darauf sein, dass LPS gp130 sowohl {iiber eine
schnelle p38-abhdngige Endozytose, als auch tiber einen zweiten bisher noch nicht
beschriebenen Mechanismus reguliert. Ersteres ist, wie bereits erwdahnt, vermutlich
auf die autokrine Wirkung proinflammatorischer Zytokine in Folge der LPS-
Stimulation zuriickfithren. Eine Beteiligung anderer LPS-induzierter Signalwege
(ERK1/2, PI3K/Akt, NFxB) sowie eine durch die Internalisierung des TLR4
vermittelte gpl130 Cross-Regulation konnte hingegen ausgeschlossen werden.
Uberraschenderweise fiihrte jedoch die Inhibierung der Clathrin-abhéngigen nicht
aber der Caveolae-vermittelten Endozytose zu einer Hemmung der LPS-vermittelten
gp130 Regulation. Dieser Befund deutet daraufthin, dass zusétzlich zur p38/Clathrin-
abhangigen Endozytose ein weiterer Regulationsmechanismus existieren muss, der
eine Aufnahme von gp130 in Clathrin-umhiillte Vesikel begiinstigt.

Es stellt sich allerdings weiterhin die Frage, wie LPS langfristig die Transkription von
Il6st inhibiert. Eine Erklarung konnte zum einen in der direkten Aktivierung eines
supprimierenden Transkriptionsfaktors oder aber in der Induktion eines indirekt
wirkenden de novo synthetisierten Proteins begriindet sein. Die LPS-induzierte IL-2
Produktion (Abb. 24B sowie [307]) stellt in diesem Zusammenhang einen
interessanten Kandidaten dar, da dieses Zytokin die Transkription von Il6r und Il6st
in T-Zellen inhibierte [246]. Mnasria et al. [308] und Herr et al. [309] konnten zeigen,
dass DZ den IL-2 Rezeptor exprimieren und IL-2 die Zytokinproduktion der DZ
beeinflusst. Demzufolge bestiinde die Moglichkeit, dass IL-2 einen negativen

Riickkopplungsmechanismus induziert, der die gp130 Transkription in DZ inhibiert.
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52 Die gpl30t4A knockin Mauslinie — ein neues Mausmodell zur

Untersuchung der gp130 Endozytose

Das im zytoplasmatischen Bereich von gp130 liegende und zwischen den Spezies
konservierte Dileucin-Motiv (human: LzsL77;; murin: Lzsilzss) gilt als notwendige
Voraussetzung fiir die Liganden- [53, 147] wund die Crosstalk-vermittelte
Internalisierung des Rezeptors [52]. Sowohl Dittrich et al. [147] als auch Radtke et al.
[52] konnten eindrucksvoll zeigen, dass bereits eine Punktmutation des Dileucin-
Motivs zu Dialanin die Endozytose von gpl130 verhinderte. Auf Grundlage dieser
Experimente wurde mit Hilfe einer knockin-Strategie, bei der die fiir das Dileucin-
Motiv kodierende Basenfolge im Il6st Gen zu einer fiir ein Dialanin kodierenden
verdandert wurde, eine neue Mauslinie generiert. Diese ist dadurch Charakterisiert,
dass sie erstens alle anderen bisher beschriebenen Regulationsmechanismen
unbeeinflusst zuldsst (Rekrutierung von SOCS1/SOCS3 oder SHP-2) und zweitens
weder durch das gleichzeitige Vorhandensein eines WT-gp130 noch durch die
Uberexpression des Rezeptors beeinflusst ist.

Die hier erhobenen Daten geben somit erstmals einen Hinweis darauf, welche
Rolle die gp130 Internalisierung bei der Differenzierung und Reifung dendritischer
Zellen hat und inwiefern sich die Homoostase myeloider und lymphoider Zellen von
gp130tA2 und WT Mausen unterscheidet.

52.1 Die gp130'24 Mduse zeichnen sich durch eine erhdhte gp130 Expression aus

Die Frage die sich zunachst stellte war, ob die knockin Mutation einen Einfluss auf die
gp130 Expression der gp130'44 Mause hat. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass in ausdifferenzierten gpl30tA4 KM-DZ die Il6st mRNA
Expression 1,5-fach erhoht, sowie die Gesamtprotein- und Zelloberflichenexpression
auf den CD11c"MHCII* KM-DZ deutlich verstarkt war (4-fach). Dariliber hinaus
lieferte die Analyse der gpl30 Expression iiber den Verlauf der KM-DZ
Differenzierung einen Hinweis darauf, dass bereits Vorlauferzellen iiber ein erhShtes
gp130 Expressionsniveau verfiigen. In den Gesamtzelllysaten von Tag 3 und Tag 6
KM-DZ Kulturen wie auch in den Lysaten des Knochenmarks von gp130t44 Tieren
wurde ein sichtbar starkeres Proteinsignal fiir gpl30 nachgewiesen. Die
durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks bestétigte ferner, dass
M®/DZ-Vorlaufer (MDP, LinMHCII'CD11cCD135%) und pra-DZ (LinMHCII
CD11c¢*CD135*) von gp130tA4 Mausen eine im Vergleich zu WT Mausen verstarkte
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gp130 Expression aufwiesen. Dariiber hinaus belegten weitere Untersuchungen
dieser Arbeit sowie innerhalb der Arbeitsgruppe, dass die knockin Mutation generell
zu einer verstarkten gp130 Expression auf verschiedenen Immunzellen myeloiden
(M®, KDZ, pDZ) und lymphoiden Ursprungs (T- und B-Zellen) sowie auf
geweberesidenten Zellen der Lunge, der Haut und des kardiovaskuldren Systems
fuhrt (unveroffentlichte Daten von C. Mais, C. Schafer und H. Boekhoff). Interessant
hierbei war vor allem der Befund, dass sich nicht nur die relative Zunahme der
gp130 Expression zwischen den verschiedenen Zelltypen unterschied (T-Zellen —
5-fach; B-Zellen — 10-fach; M® - 6-fach), sondern ebenfalls zwischen den DZ
Subtypen (kDZ - 12-fach; pDZ - 9-fach). Dies konnte einerseits auf eine
unterschiedliche transkriptionelle Regulation, andererseits aber auch auf ein
unterschiedliches Trafficking (lysosomale Degradation, Recycling) des Rezeptors
(abhangig vom Zelltyp) zuriickzufiihren sein.

Da die Zunahme der Proteinexpression (3 — 4-fach) nicht im Verhiltnis zum
Anstieg der Il6st mRNA Expression in gpl130'tA* KM-DZ stand (1,5-fach), wurde
vermutet, dass es sich beim Anstieg der gp130 Expression nicht (nur) um einen
transkriptionellen Effekt handelte. In Studien mit Hepatozyten (HepG2) wurde
gezeigt, dass gp130 konstitutiv mit dem Adapterprotein AP2 assoziiert vorliegt [228].
Von diesem ist bekannt, dass es an der Clathrin-vermittelten Endozytose beteiligt ist
[241]. Thiel et al. [228] vermuteten, dass die konstitutive gp130 Internalisierung, die
sie in gpl30-transfizierten COS-7 Zellen beobachtet haben, die Folge dieser
Assoziation von gp130 mit AP2 ist. AP2 bindet entweder {iber ein Tyrosin- oder aber
Dileucin-Motiv an die zu transportierenden Frachtproteine [310, 311]. Folglich
postulierten sie, dass AP2 tiber das von Dittrich et al. [147] identifizierte Dileucin-
Motiv an gpl30 bindet und so eine Liganden-unabhdngige Clathrin-vermittelte
Internalisierung des Rezeptors vermittelt. Da demzufolge die Mutation des Dileucin-
Motivs zu Dialanin die konstitutive Assoziation von AP2 mit gp130 verhindert, kann
vermutet werden, dass die verstirkte Expression von gpl30 auf den Verlust der
konstitutiven Internalisierung des Rezeptors zuriickzufiihren ist. Bestarkt wurde
diese Hypothese durch den Nachweis, dass bei der Immundetektion von gp130 zwei
Proteinsignale auf den Blotting-Membranen nachgewiesen wurden, aber nur das
molekular schwerere Protein in den Gesamtzelllysaten der gp130ti4A KM-DZ eine
starke Zunahme zeigte. Das Molekulargewicht von gp130 kann aufgrund seiner
posttranslationalen Modifikationen (Glykosylierungen) schwanken [312]. Wahrend
reifes an der Zelloberfliche exponiertes gp130 im Schnitt 140kDa schwer ist, weist
das noch unreife innerhalb der Zelle vorliegende (ER, Golgi-Apparat) gp130 nur ein

Molekulargewicht von etwa 110 kDa auf. Bei entsprechender Auftrennung durch
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SDS-PAGE? konnen beide gp130 Varianten mittels Immundetektion nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund wurde geschlussfolgert, dass die mittels Western Blot
nachgewiesenen Proteinsignale komplex glykosyliertem (reifen) und mannosereich
glykosyliertem gpl130 (unreifen) entsprachen [312]. Demzufolge weisen WT und
gp130ttA2 KM-DZ zwar dhnliche Mengen der unreifen gpl30 Variante auf, doch
besitzen gp130ti44 KM-DZ einen deutlich hoheren Anteil der reifen gp130 Variante.
Daher ist die verstarkte Expression vermutlich auf die Anreicherung des Rezeptors
an der Oberfldche zurilickzufiihren und nicht (ausschliefslich) auf eine gesteigerte
transkriptionelle Regulation. Weiterfithrende Experimente miissen jedoch klaren, ob
in der Tat eine fehlende Assoziation von gp130 und AP2 den beobachten Effekt
erklaren konnen. Denkbar ware, dies anhand von Immunprazipitationsexperimenten

genauer zu analysieren.

52.2 Die gp130tA2 KM-DZ zeigen eine erhohte Responsivitit gegeniiber
hyper-IL-6

Aufgrund der verstarkten IL-6 Rezeptorexpression auf gp130tt44 KM-DZ stellte sich
die Frage, ob diese Zellen sensitiver auf IL-6 reagieren. Daher wurden KM-DZ
Kulturen beider Genotypen in gleicher Art und Weise mit aufsteigender
Konzentration an IL-6 stimuliert und die Zellaktivierung anhand der STAT3
Tyrosinphosphorylierung untersucht. Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass
gp130t42 und WT KM-DZ keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der IL-6-
Sensitivitat zeigten. Bereits bei geringen Konzentrationen (0.5 ng/ml) wurde sowohl
bei den gpl30t24 als auch bei den WT KM-DZ eine Zunahme der STAT3
Phosphorylierung nachgewiesen. Die densitometrische Analyse ergab zwar eine
tendenziell stirkere Zunahme bei den gpl30'tA* KM-DZ, die sich aber nicht
signifikant von der bei den WT KM-DZ unterschied. Ein Erklarung hierfiir konnte
sein, dass gpl30ttA2 KM-DZ (CD11c'MHCIIY) eine im Verhaltnis zu WT KM-DZ
geringere (wenn auch nicht signifikant verminderte) IL-6R Expression aufwiesen.
IL-6 besitzt nur eine geringe Affinitat zu gp130, die erst nach der Bindung an den
spezifischen a-Rezeptor IL-6R verstarkt wird [115]. Folglich fungiert eine geringere
IL-6R Expression als limitierender Faktor des IL-6-Signals. Die verminderte IL-6R

Expression kénnte somit einen Kompensationseffekt in Folge der erhchten gp130

2 SDS-PAGE:  sodium  dodecyl  sulfate  polyacrylamide  gel  electrophoresis ~ (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese)
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Expression darstellen, um die KM-DZ auf diese Weise vor einer verstarkten IL-6-
Anwort zu schiitzen. Im Zusammenhang hiermit steht auch der Befund, dass
gp130ttA2 KM-DZ deutlich sensitiver auf das IL-6 trans-Signal reagierten als WT
KM-DZ. Die Analyse ergab, dass 1 ng/ml hyper-IL-6 geniigten um einen Anstieg der
STAT3-Phosphorylierung in gp130it44 KM-DZ zu induzieren. Es bedurfte aber um
das 50-fache mehr an hyper-IL-6, um eine vergleichbare Induktion der STAT3
Aktivierung in WT KM-DZ zu induzieren. Ein dhnliches Ergebnis lieferten bereits
frithere Untersuchungen mit der pro-B-Zelllinie Ba/F3, die entweder mit einer WT
(gp130wr) oder aber einer knockin Variante (gp130aa) von gpl130 transfiziert wurden
[313]. Im Unterschied zu den Ba/F3-gp130wr Zellen wiesen die Ba/F3-gp130aa Zellen
eine starkere STAT3 und STAT1 Homo- und Heterodimerisierung nach Behandlung
mit IL-6/sIL-6R auf, was ebenfalls auf eine starkere Zellaktivierung hindeutet.

Diese Befunde lassen darauf schliefSen, dass gp130t44 KM-DZ sensitiver auf IL-6
reagieren, jedoch die verminderte Expression des membranstindigen IL-6R als ein
limitierender Faktor zum Schutz vor einem zu starken IL-6-Signal dient. Welchen
Einfluss die fehlende gp130 Endozytose auf die Dauer des IL-6-Signals in DZ hat, ist

bisher noch nicht untersucht und bleibt zu klaren.

5.2.3 Die gp13042 KM-DZ zeigen phinotypische Unterschiede im Vergleich zu
WT KM-DZ

Aus Untersuchungen anderer gpl30 knockin Mutanten war bekannt, dass ein
gestortes SHP2-2 oder STAT3-Signal® bereits unter steady state Bedingungen zu
einem verdnderten DZ Phénotyp fiihren kann [179, 314]. Dies warf die Frage auf, ob
und welche phéanotypischen Unterschiede DZ von gpl30t44 und WT Tieren
aufweisen. Aus diesem Grund wurden KM-DZ Kulturen beider Genotypen iiber den
Verlauf der GM-CSF-vermittelten Differenzierung verglichen und der Einfluss der
gp130 knockin Mutation auf die LPS, TNFa und Ctx-vermittelte DZ Reifung
untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Internalisierung
von gp130 bereits frith wahrend der DZ-Ontogenese eine wichtige Rolle zu spielen
scheint, da nachgewiesen wurde, dass die KM-DZ Differenzierung in den
Knochenmark-Kulturen der gp130'44 Mause retardiert war. Die Analyse zeigte, dass
nicht nur der Anteil an unreifen KM-DZ (CD1llc* Zellen mit geringer MHCII

24 gp130¥7% Mutante: verhindert SHP2/SOCS3 Rekrutierung, verhindert Ras/Raf/ERK, verldngert STAT3-Signal
%5 gp130Q Mutante: verhindert STAT3 Aktivierung
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Expression) in den gp130tA4 KM-DZ Kulturen deutlich hoher war, sondern der
Gesamtanteil der CD11c* Zellen zu Beginn der Kultivierung deutlich geringer war als
in den WT Kulturen (Tag 3: WT - 16,9%; gpl130ttA2 -10,3%). Da jedoch der
Unterschied zwischen beiden Genotypen im Verlauf der Kultivierung immer mehr
abnahm, kann vermutet werden, dass entweder ein durch gp130-induziertes Signal
im Verlauf der GM-CSF-vermittelten Differenzierung abgeschwacht wird oder aber
ein fiir DZ notwendiges Wachstumssignal zu Beginn der Differenzierung bei den
gp130tiA2 Zellen abgeschwacht war. Fiir Letzteres spricht, dass in Analysen bei
denen die Expression und Aktivitit GM-CSF- und IL-6-relevanter Signalproteine
untersucht wurde, eine geringere Expression von PI3K sowie ein im Vergleich zu WT
KM-DZ abgeschwachtes pAKT-Signal in den gpl130'tA4 KM-DZ Lysaten detektiert
wurde. Das PI3K/Akt-Signal spielt wahrend der frithen Phase der DZ
Differenzierung beim Uberleben und der Proliferation der DZ eine wichtige Rolle
[315], ist aber auch an der Expression der DZ Oberflachenmarker (inklusive MHCII,
CD40, CD80) beteiligt [233]. Einhergehend damit wurde in weiteren Analysen
gezeigt, dass die TNFa- und Ctx-vermittelte CD80 und CD86 Expression auf KM-DZ
von gpl30tiA4 Tieren geringfligig vermindert war.

Ein weiterer interessanter Befund war, dass in unbehandelten gp130tA4 KM-DZ
Kulturen eine deutlich hohere 112, [112a und 1112b mRNA Expression sowie zusatzlich
in den Uberstinden der LPS- und Ctx-behandelten gp130tt44 KM-DZ Kulturen eine
deutlich hohere IL-12 (IL-12p70) Konzentration nachgewiesen wurde. IL-12 ist ein
fiir die Induktion der Th1-Antwort essentielles immunmodulierendes Zytokin, da es
die IFNYy Freisetzung durch T- und NK-Zellen induziert [316]. IL-2 hingegen gilt als
Uberlebens- und Wachstumsfaktor regulatorischer T-Zellen (Trg), spielt aber auch bei
der Proliferation und Homdostase der T-Helfersubtypen (Tul, Tu2, Tul7 und CD8*
Gedachtnis T-Zellen) eine bedeutende Rolle [200, 246, 317]. Beide Zytokine werden
tiber die Induktion des Calcineurin/NFAT-Signals reguliert [318-321], weshalb es
zukiinftig interessant ware zu untersuchen, ob dieser Signalweg moglicherweise in
gp130tAA Mausen gestort ist.

Aus friiheren Studien war bekannt, dass die Behandlung mit LPS zur Produktion
von OSM in DZ fiihrt [112, 187]. Einhergehend damit konnte in dieser Arbeit belegt
werden, dass sowohl die Stimulation mit LPS als auch mit Ctx zu einem Anstieg der
Osm mRNA Expression in gpl30t44 und WT KM-DZ fiihrte. Interessanterweise
konnte festgestellt werden, dass nicht nur die durch die Behandlung induzierte
mRNA Expression in den gp130t4AKM-DZ deutlich stiarker war als im Vergleich zu
den WT KM-DZ, sondern ebenso die bereits in unbehandelten gp130'tA2 KM-DZ

nachgewiesene Osm mRNA Expression. Aus Untersuchungen von Chomarat et al.
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[180] war bekannt, dass das IL-6-Signal die Expression des M-CSFR fordert. Ein
vergleichbarer Effekt auf die Expression des GM-CSF Rezeptors (GM-CSFR) ist
bisher nicht beschrieben, konnte jedoch die verstarkte Osm mRNA Expression in
KM-DZ von gp130'44 Tieren moglichweise erklaren. Da OSM ein STATS Zielgen ist
[322-324], konnte eine verstarkte GM-CSFR Expression und ein damit verbundenes
starkeres GM-CSF/STAT5-Signal [234] in gp130't44 KM-DZ zu einer erhohten OSM
Expression in diesen Zellen fithren. Weitere Experimente sind jedoch notwendig, um

diese Hypothese zu bestatigen.

524 Relevanz der gpl30 Endozytose fiir die Homdostase myeloider- und
lymphoider Zellen

IL-6 ist nicht nur fiir die Differenzierung und Maturierung dendritischer Zellen von
Bedeutung, sondern spielt generell eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
hamatopoetischer Zellen. Aus Untersuchungen mit gp130¥°* Mausen war bekannt,
dass ein gestortes gpl130/STAT3-Signal zu Splenomegalie und Lymphadenopathie
[314] sowie zu einem deutlichen Anstieg der Zellzahl verschiedener Immunzellen
(kDZ, pDZ, M®, T- und B-Zellen) in den lymphatischen Organen fiithrt [179].
Entgegen dieser Befunde wurde bei gpl30'tA4 Tieren keine Verdnderung beim
Gewicht der Milz oder der absoluten Zellzahl der lymphatischen Organe (Milz,
LKir) nachgewiesen. Allerdings konnte bei der Analyse der verschiedenen
Immunzellpopulationen eine Veranderung bei der Zellzusammensetzung von
gp130tA4 und WT Tieren nachgewiesen werden. In der Milz von gp130t4A Mausen
wurde eine deutliche Abnahme der kDZ (CD11¢'B220*) und B-Zellen (CD19*) sowie
eine signifikante Zunahme der T-Zellen (CD3*CD4* und CD3*CD8") nachgewiesen,
wiahrend in den LK die Anzahl an pDZ (CD11cM¢"B2007) und Makrophagen
(CD11c*vB200) teils signifikant erhéht war. Da in den LK von gp130'44 Mausen
zusatzlich ein Trend zur Abnahme der kDZ auftrat, konnte die Differenzierung diese
DZ Subpopulation in diesen Tieren gestort sein. Dieses Ergebnis deutet daraufhin,
dass die Regulation von gp130 wichtig ist, um eine optimale Differenzierung der
kDZ zu gewdhrleisten. Da kDZ wie zuvor erwahnt nur schwach positiv auf die
Expression des LIFR getestet wurden, andererseits aber eine deutlich erhohte IL-6R
Expression aufwiesen, ist ferner davon auszugehen, dass es sich um einen durch IL-6
vermittelten Effekt handelte.

Anders scheint es sich hingegen bei den pDZ zu verhalten. Hier konnte zusatzlich

zum Anstieg in den LK eine Tendenz zur Abnahme in der Milz von gp130tas
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Tieren nachgewiesen werden. Dieser Befund deutet daraufhin, dass die Zunahme
der pDZ nicht auf eine gesteigerte Proliferation, sondern vielmehr auf eine
Akkumulation der Zellen in den LK zuriickzufiihren ist. Vorstellbar ware, dass in
gp130ttA2 Tieren ein gestortes Homing-Signal vorliegt, welches fiir eine vermehrte
Einwanderung der pDZ in die Lymphknoten verantwortlich ist [325-329]. Aus
diesem Grund ware zu tiberpriifen, ob auch in anderen Bereichen (axial, mesenterial,
periaortal) ein erhohtes Vorkommen der pDZ nachgewiesen werden kann. Eine
Ursache konnte u.a. in einer veranderten Expression der Homing-Marker sowie
Adhasionsmolekiile und/oder deren Liganden¥ in den Bereichen der HEV (high
endothelial venules) von gp130tA4 Mdusen begriindet sein [60, 330-332]. Auch ware zu
tiberpriifen, ob ein verstarktes IL-6- oder LIF-Signal als Ursache in Frage kdame, da
die gesteigerte gp130 Expression auf den pDZ der gp130t44 Tiere zu einer erhohten
Responsivitdt der Zellen gefiihrt haben konnte.

Fir die Makrophagen der gp130t44 wurde ein dhnlicher Befund nachgewiesen
wie fiir die pDZ. Es konnte ein deutlicher Anstieg in den LK"s sowie ein Trend zur
Reduktion in der Milz festgestellt werden, was ebenfalls dafiir spricht, dass es sich
hierbei nicht um eine erhohte Proliferation, sondern vielmehr um eine veranderte

Lokalisation der Zellen handeln muss.

IL-6 kann sowohl direkt als auch indirekt Einfluss auf die Homoostase von T-Zellen
nehmen. Einerseits ist gezeigt, dass das IL-6-Signal die Expression von anti-
apoptotischen Zielgenen in T-Zellen induziert, wodurch das Uberleben der T-Zellen
verbessert, ihre Zusammensetzung in den peripheren lymphatischen Organen aber
nicht verandert wird [252]. Anderseits gibt es Studien die daraufhin deuten, dass IL-6
einen stark supprimierenden Effekt auf die Differenzierung von Foxp3* Tres Zellen
hat [333] und dariiber hinaus die Produktion des immunstimulierenden Zytokins
IL-7 in nicht-hdmatopoetischen Zellen induziert [334, 335]. In Abwesenheit
regulatorischer T-Zellen, konnte eine erhohte IL-7 Produktion somit zu einer
verstarkten T-Zell Proliferation fiihren [336]. Interessant jedoch ist, dass zwar ein
signifikanter Anstieg beider T-Zell Subpopulationen (CD4* und CD8*) in der Milz,
jedoch nur ein Anstieg der CD8* T-Zellen in den LK von gpl30'44 Tieren
festgestellt wurde. Dieser Befund lasst vermuten, dass sich eine fehlende gp130
Endozytose giinstiger auf die Proliferation der CD8* T-Zellen auswirkt. Wie zuvor
erwahnt, stellt IL-2 ein fiir die T-Zell Homoostase wichtiges Zytokin dar. Wahrend

26 CCR7, CD62L, ICAM-1, VCAM-1, P-Selektin, 31 und 2 Integrin
27 CXCL5, CXCL6, CCL2, CCL8, CXCL9, CXCL10
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naive CD4* Zellen nahezu keine Expression des IL-2 Rezeptorkomplexes aufweisen,
zeigen CD8* T-Zellen eine schwache, aber dafiir signifikante Expression des
Rezeptors [337]. In vitro Experimente mit gp130'44 KM-DZ lieffen vermuten (siehe
Abschnitt 4.2.4), dass die 112 mRNA Expression in DZ gestort ist. Obwohl bisherige
Untersuchungen eine DZ-abhangige IL-2 Produktion nur nach Aktivierung durch
mikrobielle Antigene belegen [337, 338], ware vorstellbar, dass die fehlende gp130
Endozytose bereits in Abwesenheit einer Infektion (oder anderer Stimuli) zur IL-2
Produktion fithrt und dadurch zur Proliferation/Uberleben der CD8 T-Zellen
beitragt.

In weiteren Analysen wurde festgestellt, dass die CD4* und CD8* T-Zellen von
gp130t4A Tieren signifikant weniger IL-6R exprimierten, als T-Zellen von WT Tieren.
Im Unterschied dazu wurde auf DZ und M® von gp130'44 Tieren eine zu WT Tieren
vergleichbare (DZ) bzw. verstarkte IL-6R Expression nachgewiesen (M®), weshalb
angenommen wurde, dass es sich um einen spezifischen Effekt handeln muss. Dies
konnte wiederum ein Hinweis auf eine verstarkte T-Zellaktivierung sein, da bekannt
ist, dass die TCR-Aktivierung (TCR, T cell receptor) und Reifung bestimmter Effektor-
T-Zellen mit einem Verlust der IL-6R Expression einhergeht [245, 246, 339].
Demzufolge ist es ebenso moglich, dass die erhohte Frequenz an T-Zellen nicht auf
ein gesteigertes Uberleben peripherer naiver T-Zellen zuriickzufiihren ist [252],

sondern vielmehr auf eine erhdhte Proliferation von T-Effektorzellen.

IL-6 gilt als ein wichtiger Faktor fiir das Uberleben, die Expansion und die
Differenzierung von B-Zellen in Antikorper-produzierende Plasmazellen [60, 189,
340]. Entgegen den Erwartungen konnte in der Milz von gp130ti4A Mausen eine
signifikante Abnahme der B-Zellen, jedoch ein geringer Trend zur Zunahme in den
LKir¢ dieser Tiere nachgewiesen werden. Da der zur Identifizierung der B-Zell
Population verwendete Oberflachenmarker CD19 sowohl auf naiven B-Zellen als
auch differenzierten Plasmazellen exprimiert wird [341], war auszuschliefsen, dass es
sich um einen unspezifischen Effekt aufgrund einer veranderten Expression dieses
Oberflaichenmarkers handelte. Offen bleibt jedoch, weshalb eine erhohte gp130
Expression auf CD19* B-Zellen bei einer im Vergleich zu WT Zellen unveranderten
IL-6R Expression zu einer deutlichen Abnahme dieser in der Milz fiihrt. Da in der
Literatur bisher keine vergleichbaren Befunde beschrieben sind, miissen zukiinftige

Experimente zu diesem Punkt Klarheit verschaffen.

Zusammengefasst legen diese Ergebnisse dar, dass eine fehlende gp130 Expression

die Homoostase verschiedener Immunzellen auf verschiedene Art und Weise
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beeinflussen kann. Es sind jedoch eine Reihe weiterfithrender Experimente
notwendig, um einerseits aufzukldaren welche der diskutierten Faktoren fiir die
verdnderte Zellzusammensetzung in den lymphatischen Organen der gpl30it24
Tiere verantwortlich ist. Anderseits ist die Frage zu beantworten, welche Relevanz
diese Verdanderung beim Verlauf einer Infektion bzw. eines IL-6-assoziierten
Krankheitsbild hat.

5.3 Die Rolle von Oncostatin M beim antiviralen Status von dermalen
Fibroblasten

Das Erkennen von konservierten Pathogen-assoziierten molekularen Strukturen
(PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns) durch PRRs stellt wie bereits erwahnt
einen ersten wichtigen Schritt der angeboren Immunantwort bei der Abwehr von
Infektionen dar. Hierbei unterscheidet man die membranassozierten PRRs, zu denen
die Toll-like receptors (TLRs) und die C-type lectin receptors (CTLs) gehoren, von den
zytoplasmatischen PRRs, zu denen die RLRs und die nucleotide binding leucine rich
repeat (NLR) containing receptors, auch bekannt als NOD-like receptors, gehoren [342,
343]. Eine Reihe von Studien zeigte, dass die RLRs eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort von nicht-professionellen Immunzellen wie Fibroblasten,
Keratinozyten, Endothelzellen und Epithelzellen spielen [256, 260-263] Wahrend
RIG-I-defiziente MEF nach viraler Infektion kein IFNP produzieren, sind Virus-
infizierte DZ aus RIG-I"- Mausen nach wie vor in der Lage grofse Mengen Typ I IFN
zu sezernieren [256].

Die RLRs gehoren zur Familie der DExD/H-Box RNA Helikasen und fungieren als
zytoplasmatische RNA Detektoren bei der antiviralen Immunantwort. Zu den
bekanntesten Vertretern gehoren die beiden Proteine RIG-I und MDAS [258, 342,
344]. Sie binden sowohl einzel- (ss) als auch doppelstrangige (ds)RNA, erkennen
jedoch unterschiedliche Viren. RIG-I detektiert hauptsachlich Paramyxo2-, Rhabdo-
und Orthomyxoviren®, wahrend MDAS hauptsachlich Picornavirens’ erkennt [345].
In Folge der RNA-Bindung kommt es zur Aktivierung der Helikasen und zur

Induktion verschiedener Signalkaskaden, die zur Produktion von Typ I IFN und

28 Bsp. Sendai-Virus, Newcastle Disease Virus
2 Bsp. Vesikuldrer Stomatitis-Virus
30 Bsp. Influenza Viren

31 Bsp. Enzephalomyokarditis Virus
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proinflammatorischen Zytokinen fiihrt [256, 257, 346]. Wahrend ruhende Zellen nur
ein niedriges RLR Expressionsniveau aufweisen, kommt es in Folge einer viralen
Infektion durch die Sezernierung von Typ I Interferonen [265, 345] und
proinflammatorischen Zytokinen, wie IFNy, IL-13 und TNFa [262, 264, 266-275] zu
einer verstarkten Induktion der Helikasen.

Obwohl IL-6-Typ Zytokine selbst keine antivirale Aktivitdt besitzen [276, 277]
lassen verschiedene Untersuchungen auf immunmodulierende FEigenschaften
schliefien. Es wurde gezeigt, das sowohl IL-6- als auch IL-6R-defiziente Mduse eine
stark verminderte antivirale Inmunantwort bei einer Infektion mit Influenza A Viren
zeigen [347, 348] Eine weitere Studie belegt, dass OSM die Expression verschiedener
ISG induziert, die mit der Antigenprozessierung und -prdsentation in
Zusammenhang stehen [100] In Kombination mit Typ I IFN zeigte OSM sogar einen
synergistischen Effekt bei der Abwehr von HCV 3 und HAV # Infektionen in
Hepatomzellen, in dem es die Expression der ISG sowie die Induktion
immunstimulatorischer Molekiile wie IL-7 und IL-15R verstarkt [186, 187].

OSM selbst wird von aktivierten Monozyten und Makrophagen sezerniert, kann
aber auch von Neutrophilen und dendritischen Zellen durch die Stimulation mit LPS
oder GM-CSF freigesetzt werden. Im humanen System signalisiert OSM {iber zwei
Rezeptorkomplexe, den Typ I Rezeptorkomplex bestehend aus gpl30 und LIFR
sowie den Typ II Rezeptorkomplex aus gp130 und OSMR [22, 25, 26, 88, 148]. Da
Gewebezellen, wie Fibroblasten sowohl LIFR als auch OSMR exprimieren, stellen sie
potentielle Zielzellen von OSM dar. Fibroblasten finden sich in allen Geweben und
gelten als sogenannte Wachterzellen (sentinel cells) des Bindegewebes, da sie
aufgrund ihrer Fahigkeit grofie Mengen IFN zu produzieren, eine wichtige Rolle bei
der frithen Immunantwort spielen [349].

Obgleich eine OSM-abhangige Induktion verschiedener ISG bereits gezeigt wurde,
ist eine OSM-abhangige transkriptionelle Regulation von antiviralen Genen wie
RIG-I und MDAJ5 bisher nicht, oder im Fall von IRF und GBP2 nur unzureichend,
beschrieben [100, 187]. In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals der Nachweis
erbracht werden, dass OSM die Induktion der RLRs RIG-I und MDAS5 sowie der
Transkriptionsfaktoren IRF1/7/9 vermittelt. Weiterhin konnte der zugrundeliegende
molekulare Mechanismus mittels RNA Interferenz Studien genauer aufgeklart

werden.

32 Hepatitis-C-Virus
33 Hepatitis-A-Virus
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53.1 OSM induziert STAT1-abhingig die Expression der RLR und IRF in

humanen Fibroblasten

An Modellen mit rekonstruierter menschlicher Epidermis konnten Gazel et al. [100]
erstmals zeigen, dass OSM zu frithen Zeitpunkten (1-4h) die Induktion einer
Vielzahl von ISG in Gewebezellen vermittelt, was einen Hinweis auf eine mogliche
Verbindung der OSM- und IFN-vermittelten Signalwege lieferte.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass OSM zu einer transienten,
jedoch signifikant verstirkten Induktion der RLR RIG-I und MDA5 sowie der
Transkriptionsfaktoren IRF1, IRF7 und IRF9 in HDF fiihrt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die OSM-abhéngige Expression dieser ISGs von der OSM-vermittelten
STAT1-Phosphorylierung abhéngig ist, da sowohl die Expression von Helikasen als
auch von IRF1/7/9 in STAT1-depletierten Zellen inhibiert war. Sowohl IFNYy als auch
OSM induzierten eine in ihrer Starke vergleichbare STATI1-Tyrosin- und
Serinphosphorylierung, welche fiir die maximale transkriptionelle Aktivitat wichtig
ist [350-352]. Aufgrund dieses Befunds sowie der Beobachtung, dass weder die
alleinige Phosphorylierung von Tyr701- noch Ser727-STAT1 ausreicht um die RIG-I
Expression zu induzieren (Daten aus dieser Arbeit und C. Hintzen [262]), wird
postuliert, dass die OSM-abhangige Expression der ISG von der simultan induzierten
STAT1-Tyrosin-/Serinphosphorylierung abhangig ist. Die unterschiedliche Kinetik
der frithen IRF1 Expression und der darauffolgenden DDX58/IFIH1 Induktion lasst
zudem vermuten, dass die Expression des IRF1 Proteins fiir die nachgeschaltete
Induktion der DDX58/IFIH1 Expression notwendig ist. Einhergehend damit haben
Su et al. [353] gezeigt, dass die Mutation potentieller STAT1-Bindungsstellen in der
Promotorregion von DDX58 die Promotoraktivitdt nicht beeinflusst, wohingegen die
Mutation oder Deletion vermeintlicher IRF1-Bindungsstellen die Aktivitat des
RIG-I-Promotors signifikant vermindert. In Ubereinstimmung damit war eine
verstarkte Promotoraktivitdt in IRF1 tiiberexprimierenden Zellen nachzuweisen,
wohingegen die Depletion von IRF1 mittels siRNA die Induktion von RIG-I géanzlich
inhibierte [353, 354]. Vergleichbare Studien fiir eine IRF1l-abhdngige MDAS5
Expression gibt es bisher nicht. Dies miisste daher in zukiinftigen Experimenten

genauer untersucht werden.
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53.2 SOCS3 reguliert die OSM-induzierte STAT1-Phosphorylierung

SOCS Proteine gelten als die physiologischen Schliisselregulatoren des Zytokin-
induzierten JAK/STAT Signalwegs. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das
STAT3-induzierte SOCS3 ausschlaggebend fiir die Regulation des STAT1-Signals in
HDF ist und folglich die OSM-induzierte ISG Expression limitiert. In Abwesenheit
von STAT3 oder SOCS3 induzierte die Behandlung mit OSM eine verstarkte und in
ihrer Dauer verldngerte STAT1-Phosphorylierung sowie Expression von ISG,
vergleichbar mit der von IL-6-behandelten STAT3”- MEF oder SOCS3-- Makrophagen
[281, 283, 355, 356]. Croker et al. [283] und Johnston et al. [355] konnten ebenfalls den
Nachweis erbringen, dass das IL-6-Signal gezielt durch die Induktion von SOCS3
nicht aber SOCS1 reguliert wird, da SOCS1-defiziente Zellen weder eine veranderte
STAT1- noch STAT3-Phosphorylierung nach IL-6 Stimulation aufwiesen. Die erhchte
SOCS1 mRNA Expression in den OSM-behandelten siSTAT3 und siSOCS3
transfizierten HDF kann als Nachweis dafiir gesehen werden, dass SOCS3 auch als
Regulator des OSM-Signals fungiert. Dieser Befund bestatigt frithere Beobachtungen,
die SOCS3 ebenfalls als Regulator des OSM-vermittelten Signals in anderen
Zelltypen identifizierten [284, 285, 357]. Anzumerken ist jedoch, dass SOCS3 kein
genereller Inhibitor des OSM-Signals ist, da die STAT3-Tyrosinphosphorylierung im
Vergleich zur STAT1-Phosphorylierung nur geringfligig durch den knockdown von
SOCS3 beeinflusst war. Dies impliziert, dass SOCS3 vielmehr fiir die
Feinabstimmung des OSM-vermittelten Signals in verschieden Zellen fungiert.

In weiteren Analysen wurden dariiber hinaus gezeigt, dass ebenfalls der Verlust
der Proteintyrosinphosphatase PTPN2 oder des Ubiquitin-verwandten Proteins
SUMO-1 mit einem Trend zur verstarkten Regulation der ISG Expression einhergeht.
Dies war zwar nicht mit siSOCS3 transfizierten HDF zu vergleichen, was daraufhin
deutet, dass SOCS3 der dominantere Regulator ist, jedoch wére es interessant zu
untersuchen, welchen Einfluss eine kombinierte Behandlung mit SOCS3/PTPN2
siRNA oder SOCS3/SUMO1 siRNA auf die Expression der antiviralen Gene hat.

5.3.3 OSM verstarkt die IFN-induzierte Expression der Helikasen in HDF

Interferone gelten als die Schliisselzytokine der antiviralen Immunantwort, da sie
schon frith wéahrend der Induktion einer Immunantwort freigesetzt werden und
Zellen dazu anregen Gene und Proteine mit antiviralen, antiproliferativen und

immunmodulierenden Eigenschaften zu induzieren. Zu den IFN-produzierenden
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Zellen gehoren neben T- und B-Zellen auch aktivierte antigenprédsentierende Zellen
(APZ) und Fibroblasten [187, 309, 358].

Larrea et al. [187] haben gezeigt, dass TLR-Liganden nicht nur die Sekretion von
Typ I IFN in APZ induzieren, sondern zeitgleich die Freisetzung von OSM
vermitteln. Da jedoch APZ (im humanen System) weder den LIFR noch den OSMR
auf ihrer Oberfldche exprimieren, schlussfolgerten sie, dass OSM fiir den Crosstalk
zwischen APZ und Hepatozyten verantwortlich sein muss, da Leberepithelzellen
beide Rezeptoren in grofien Mengen exprimieren [187, 188]. Mit Hilfe von in vitro
Experimenten konnte schliefilich gezeigt werden, dass OSM nicht nur die Induktion
einer Reihe verschiedener immunstimulatorischer Molekiile in Hepatomzellen
vermittelte, sondern die Kombination aus OSM und IFNa eine verstarkte antivirale
Immunantwort in den Leberzellen, nach einer Infektion mit HCV und HAV, ausloste
[186-188]. OSM vermittelte dabei selber keine antivirale Aktivitdt, verstarkte jedoch
die IFN-induzierte Expression von ISG, inklusive TRIM223, [SG20%, GBP2% sowie
von immunstimulatorischen Molekiilen, wie IL73 und IL15RA3.

In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnte auch in dieser Arbeit ein
kostimulatorischer Effekt von IFNy, welches ebenfalls von aktivierten APZ
freigesetzt wird [359, 360], und OSM in HDF nachgewiesen werden. Es stellte sich
heraus, dass die Vorbehandlung mit OSM oder die zeitgleiche Gabe von OSM und
IFNy zu einer verstarkten antiviralen Immunantwort in EMCV-infizierten HDF
fiihrte, da bereits geringere Mengen IFNy geniigten, um eine addquate antivirale
Immunantwort zu induzieren (nicht verdffentlichte Daten in Kooperation mit A.
Costa-Pereira). Als Ursache hierfiir wurde ebenfalls eine Verstarkung der durch
IFNy-induzierten ISG in HDF vermutet. Obwohl IFNY selbst ein starker Induktor der
Helikasen ist [267-273] stellte sich heraus, dass das OSM-Signal mit dem IFNvy-Signal
kooperiert und zu einer verstirkten DDX58 und IFIH1 sowie RIG-I und MDAS5
Expression fiihrte. Diese erhohte Helikasenexpression, insbesondere von MDA5%,
konnte den giinstigen Effekt der OSM- und IFNYy-vermittelten Immunantwort in
HDF bei einer EMCV Infektion erklaren.

3¢ TRIM22

35 1SG20

36 GBP2

S7TIL-7

38 IL15RA

39 MDADJ5 - erkennt und bindet Picornavieren, inklusive EMCV
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