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1 Einleitung

Die Sepsis und der septische Schock sind häufige Krankheitssyndrome und gehören zu den
Haupttodesursachen auf Intensivstationen [42]. 2013 betrug die Sepsisinzidenz unter hospitali-
sierten Patient:innen in Deutschland 279.530 [32]. 67.849 Patient:innen starben an oder mit
einer Sepsis, die Kosten der stationären und ambulanten Behandlung wurden auf 7,7 Milliarden
Euro geschätzt. Die hohe Morbidität und Mortalität der Sepsis sowie die hohen direkten und
indirekten Krankheitskosten stellen eine medizinische und gesellschaftliche Herausforderung
dar.

Die Sepsis wird gemäß der Dritten Internationalen Konsensusdefinition der Sepsis und des sep-
tischen Schocks als akut lebensbedrohliche Organdysfunktion definiert, die durch eine inadäquate
Wirtsantwort auf eine Infektion hervorgerufen wird [117]. Physiologisch kommt es bei einer
Infektion im Rahmen der 24 bis 48 Stunden dauernden Akute-Phase-Reaktion zur Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1b (IL-1b), Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und
Interleukin-6 (IL-6); die Inflammation wird nach einer anfänglich exponentiellen Signalamplifi-
kation durch verschiedene Regulationsmechanismen lokal und zeitlich begrenzt [21, 25, 18, 132].
Bei der Sepsis hingegen führt eine massive Hyperzytokinämie zu einer systemischen Hyperin-
flammation, die sich klinisch als Cytokine Release Syndrome (CRS) mit Fieber, Leukozytose,
Hypoxämie, Azotämie, myokardialer Dysfunktion, disseminierter intravasaler Gerinnung und
Exanthem manifestiert [78]. Hierbei korreliert die IL-6-Konzentration im peripheren Blut nicht
nur mit der Intensität der systemischen Zytokinantwort, sondern auch mit dem klinischen
Schweregrad der Erkrankung, der Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Behandlung und
der Mortalität [108, 118, 127].

Zur Behandlung des therapieassoziierten CRS wird in der Hämatologie Tocilizumab, ein huma-
nisierter monoklonaler Antikörper gegen den IL-6-Rezeptor a (IL-6Ra), eingesetzt [29, 44, 126].
Im Rattenmodell der Sepsis verminderte Tocilizumab die inflammatorische Lungen- und Nieren-
schädigung [59]. Auch bei Infektionen mit dem severe acute respiratory syndrome coronavirus
type 2 (SARS-CoV-2) korrelieren der Schweregrad der Erkrankung und die Mortalität mit
der IL-6-Konzentration im peripheren Blut [37]. Randomisierte, kontrollierte Studien zum
Einsatz von Tocilizumab bei Patient:innen mit coronavirus disease 2019 (COVID-19) konnten
bisher jedoch insgesamt weder eine relevante klinische Verbesserung noch eine Reduktion der
Mortalität zeigen [122, 109, 12]. Für die Entwicklung zielgerichteter Sepsistherapien ist ein
besseres Verständnis der Regulierung IL-6-vermittelter Signale nötig.

1.1 Interleukin-6-vermittelte Signale
1.1.1 Interleukin-6
Zytokine sind bis zu 25 kDa große Polypeptide, die von Zellen als Reaktion auf einen Stimulus
synthetisiert werden und über spezifische Rezeptorsysteme als Signalmoleküle (i) autokrin auf
die synthetisierende Zelle, (ii) parakrin auf Zellen in der Mikroumgebung oder (iii) endokrin
über die Blutbahn auf entfernte Zellen wirken [94]. Werden Zytokine von Leukozyten sezerniert
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oder wirken auf diese, werden sie als Interleukine bezeichnet. Der Begriff des Zytokin-Crosstalks
beschreibt die Regulierung von Zytokinsignalen durch andere Zytokine. Dies ermöglicht eine
koordinierte Antwort der simultan agierenden pleiotropen und teils redundanten Zytokine.
IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, das insbesondere von Monozyten und Makrophagen (MF),

aber auch von anderen Leukozyten, von Endothelzellen, Fibroblasten, Adipozyten und Epi-
thelzellen unter inflammatorischen Bedingungen exprimiert wird [55, 70]. Primär wird die
IL-6-Expression durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) und proinflammatorische Zytokine
wie IL-1b und TNF-a induziert (Abb. 1.1). Nach Abschluss der posttranslationalen Modifikatio-
nen bilden 184 Aminosäuren eine Struktur aus vier a-Helices, das Molekulargewicht beträgt
ungefähr 21 kDa [6, 48].

NF-κB 

IL-6, IL-1β, TNFα, 
Chemokine 

IL-6 

Autostimulation 

LPS 

TLR-4 

IL-6R 

Makrophage 

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Makrophagenreaktion auf einen bakteriellen Stimu-
lus: Bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) bindet an den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4) und induziert
über den NFkB-Signalweg die Sekretion proinflammatorischer Zytokine sowie die Autostimulation der
Makrophagen durch IL-6.

Unter inflammatorischen Bedingungen kann die IL-6-Plasmakonzentration kurzfristig von
1-10 pg/mL auf Konzentrationen von wenigen Nanogramm pro Milliliter steigen, bei schweren
Infektionen sogar auf über 500 ng/mL [49]. Im Rahmen der physiologischen Akute-Phase-
Reaktion induziert IL-6 die Synthese der Cyclooxygenase 2, die Prostaglandin-E2-vermittelt
Fieber auslöst, und von Akute-Phase-Proteinen wie dem C-reaktiven Protein, das eine Kom-
plementaktivierung bewirkt [94]. Zudem stimulieren IL-6-vermittelte Signale Wachstum und
Differenzierung von B- und T-Zellen und wirken so als Brücke zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem [38, 54]. Chronische IL-6-Aktivität hingegen kann die Entstehung von
Autoimmun-, Krebs- und Gefäßerkrankungen sowie von metabolischen Störungen fördern [58].

1.1.2 Signaltransduktion
Die Transduktion IL-6-vermittelter Signale erfolgt durch einen Rezeptorkomplex aus (i) dem
Liganden IL-6, (ii) dem spezifischen Rezeptor IL-6Ra und (iii) dem membrangebundenen
Signaltransduktor und Korezeptor Glykoprotein 130 kDa (gp130) [53]. Dieser Komplex kann
als Tetramer aus je einem Molekül IL-6 und IL-6Ra sowie zwei gp130-Molekülen oder als
Hexamer aus je zwei Molekülen IL-6, IL-6Ra und gp130 vorliegen [43, 76]. Im Gegensatz zu
gp130, das auf allen Zellen exprimiert wird, wird IL-6Ra nur auf der Oberfläche von Leukozyten,
Hepatozyten und einigen Epithelzellen exprimiert [130]. Da IL-6 und IL-6Ra für sich allein
keine messbare Affinität gegenüber gp130 aufweisen, kann nur der Komplex aus IL-6 und
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IL-6R ADAM17 

IL-6 

sIL-6R 

klassisches 
IL-6-Signaling 

IL-6- 
trans-Signaling 

gp130 

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des IL-6-Signaling : Beim klassischen IL-6-Singaling bindet
IL-6 an den IL-6-Rezeptor a (IL-6Ra), dies induziert die Bindung und Dimerisierung von gp130.
Beim IL-6-trans-Signaling bindet ein Komplex aus IL-6 und löslichem IL-6Ra (sIL-6Ra) direkt an
gp130 und induziert so die gp130-Dimerisierung. SIL-6Ra entsteht durch Rezeptor-Shedding durch die
Metalloprotease ADAM17. Modifiziert nach Schmidt-Arras et Rose-John [115].

IL-6Ra an gp130 binden und eine gp130-Dimerisierung auslösen [66]. Beim klassischen IL-6-
Signaling bindet IL-6 an den membrangebundenen IL-6Ra, beim IL-6-trans-Signaling hingegen
an löslichen IL-6Ra (sIL-6Ra) (Abb. 1.2) [124, 60]. Dadurch ist klassisches IL-6-Signaling von
der Zelloberflächenexpression von IL-6Ra abhängig und im Gegensatz zum IL-6-trans-Signaling
auf wenige Zellarten beschränkt.

1.1.3 Intrazelluläre Signalwege
Die IL-6-vermittelte intrazelluläre gp130-Dimerisierung induziert die Autophosphorylierung der
konstitutiv an gp130 gebundenen Januskinasen (JAK), die membrandistale Tyrosinreste des
Signaltransduktors gp130 phosphorylieren (Abb. 1.3) [119]. Diese phosphorylierten Tyrosinreste
dienen als Bindungsstellen für Proteine der STAT-Familie (signal transducer and activator
of transcription) und für die Tyrosinphosphatase SHP-2 (Src homology 2 domain-containing
phosphatase 2 ) und somit als Ausgangspunkt der Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs
und des MAP (mitogen-activated protein)-Kinase-Wegs [39, 142, 137, 35]. IL-6 induziert über
den JAK/STAT-Signalweg primär die Phosphorylierung von STAT3 an Tyrosin 705 (Y705),
zu einem geringeren Ausmaß auch die STAT1-Phosphorylierung an Y701 [67, 116]. Aktivierte
STAT-Proteine bilden Homo- und Heterodimere, die nach der Translokation in den Zellkern als
Transkriptionsfaktoren für IL-6-Zielgene wirken [82].

3



JAK JAK 

STAT 

STAT 

STAT 

SHP2 

STAT 
STAT 
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des JAK/STAT-Signalwegs: Die gp130-Dimerisierung indu-
ziert die JAK-Autophosphorylierung. Dadurch werden membrandistale Tyrosinreste phosphoryliert, die
als Bindungsstelle für STAT-Moleküle dienen. Aktivierte STAT-Moleküle dimerisieren, translozieren in
den Zellkern und wirken dort als Transkriptionsfaktoren für IL-6-Zielgene. Modifiziert nach Hergovits [51].

1.1.4 Regulierung
Unter physiologischen Bedingungen werden IL-6-vermittelte Signale durch verschiedene Mecha-
nismen räumlich und zeitlich begrenzt. Lösliches gp130 und sIL-6Ra bilden durch Komplexie-
rung ein Puffersystem für systemisches IL-6, sodass IL-6-Signaling bei physiologischen IL-6-
Konzentrationen auf Mikroumgebungen begrenzt bleibt [5]. Die Metalloprotease ADAM17 (a dis-
integrin and metalloprotease 17 ) beendet klassisches IL-6-Signaling durch die Spaltung des
IL-6Ra; dieses Rezeptor-Shedding führt jedoch gleichzeitig zur Freisetzung von sIL-6Ra und
ermöglicht so IL-6-trans-Signaling [141]. Durch Liganden- und Crosstalk-induzierte gp130-
Endozytose sinkt die gp130-Oberflächenexpression und limitiert somit klassisches und trans-
Signaling [105]. Proteintyrosinphosphatasen wie SHP-2 dephosphorylieren Komponenten des
JAK/STAT-Signalwegs, die durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert werden [79]. Konstitutiv
aktive Proteine der PIAS-Familie (Protein inhibitors of activated STAT ) inhibieren die DNA-
Bindung von STAT-Proteinen und verhindern so die Expression von IL-6-Zielgenen [80, 97].
Die IL-6-vermittelte Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs induziert zudem die Expression
von SOCS-Proteinen (Suppressor of cytokine signaling), die als klassische Feedbackinhibitoren
die katalytische Aktivität der JAK inhibieren, Bindungsstellen für Signalmoleküle an gp130
blockieren und Komponenten der Signalkaskade über Ubiquitinylierung dem proteasomalen
Abbau zuführen [120].

4



1.2 Regulierung IL-6-vermittelter Signale durch Endozytose des
Glykoproteins 130 kDa

1.2.1 Das gp130-Internalisierungsmotiv
Gp130 ist der signaltransduzierende Korezeptor für Zytokine der IL-6-Familie. Als einer der
ältesten Zytokinrezeptoren besitzt gp130 in der zytoplasmatischen Region ein über Spezies
hinweg konserviertes Dileucin-Internalisierungsmotiv (murin L784,785, human L786,787), dessen
Expression die (i) konstitutive, (ii) Liganden-induzierte und (iii) Crosstalk-induzierte gp130-
Endozytose ermöglicht; dieser Vorgang ist unabhängig von IL-6-induzierten intrazellulären
Signalkaskaden [136, 128, 27, 26].
Proinflammatorische Zytokine wie IL-1b und TNF-a induzieren durch die Aktivierung

der p38-MAP-Kinase (p38) und der MAPK-aktivierten Proteinkinase 2 (Mk2) die gp130-
Phosphorylierung an den Serinresten S780,782 (Abb. 1.4) [105]. Diese Modifizierung fördert
vermutlich die Interaktion des Adapterproteins 2 (AP2) mit dem Dileucin-Motiv und leitet so
die Clathrin-vermittelte endolysosomale Rezeptordegradierung ein [129, 125]. Untersuchungen in
HeLa-Zellen zur Endozytose von CD4, dem Korezeptor des T-Zell-Rezeptors, konnten aufzeigen,
dass die Serinphosphorylierung die Affinität der Interaktion von AP2 und der Dileucin-Sequenz
um den Faktor 350 bis 700 erhöht [102]. Die Kristallstruktur der Bindung zwischen der CD4-
Dileucin-Sequenz und AP2 ergab jedoch keinen Anhalt für die Notwendigkeit von Phosphoserin
für die Interaktion [69].

p38 

Mk2 

S 
L 
L 

S 
L 
L 

P P 

IL-1β 

AP2 

endolysosomale Degradation 
Clathrin 

gp130 

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Crosstalk-induzierten gp130-Endozytose: Proinflam-
matorische Zytokine wie IL-1b induzieren über die Aktivierung von p38 und Mk2 die Phosphorylierung
von gp130 an Serin780,782. Das Adapterprotein 2 (AP2) leitet über durch die Bindung an das membran-
distale Dileucin-Motiv die Clathrin-vermittelte endolysosomale Rezeptordegradierung ein. Modifiziert
nach Hergovits [51].

Obwohl das Grundprinzip der Zytokinrezeptorendozytose seit langem bekannt ist und auch
die Internalisierungsmechanismen anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und TNF-
a entschlüsselt werden konnten, bleibt die in vivo-Relevanz der gp130-Endozytose für IL-6-
vermittelte Signale sowie für die Zellfunktion und -differenzierung bisher unklar [52]. Neuere
Untersuchungen an HeLa-Zellen ergaben, dass endozytiertes gp130 von den Lysosomen aus
wieder an die Zelloberfläche recycelt werden kann; dieser Prozess wird durch die Präsenz von IL-
6 gefördert [33]. Daraus ergibt sich die Frage, ob die gp130-Endozytose nicht eher modulierend
auf IL-6-vermittelte Signale wirkt anstatt diese primär negativ zu regulieren.
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1.2.2 Die gp130LLAA-Maus: ein knock-in-Modell zur Suppression der
gp130-Endozytose

Zur Untersuchung der in vivo-Bedeutung des gp130-Internalisierungsmotivs wurde in der Ar-
beitsgruppe von PD Dr. Heike Hermanns die Mauslinie C57BL/6-TgHIl6stL784A/L785A1Hema (im
weiteren gp130LLAA genannt) als knock-in-Modell der Suppression der gp130-Endozytose ge-
neriert. Zwei Punktmutationen im Dileucin-Motiv L784,785 zu Dialanin führen tatsächlich auf
allen bisher untersuchten Zellen zu einer erhöhten gp130-Zelloberflächenexpression und zu
verminderter Crosstalk-induzierter gp130-Endozytose [51]. Unter homöostatischen Bedingungen
unterschieden sich gp130LLAA-Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen (WT) nicht hinsichtlich
der Lebensdauer, des Körpergewichts, der Leber- und Darmmorphologie sowie der Throm-
bozytenfunktion [unpublizierte Daten]. Allerdings fielen in ersten Untersuchungen eine leicht
veränderte Herzarchitektur mit einer rechtsventrikulären Dysfunktion sowie eine veränderte
Zusammensetzung der Immunzellen in den Lymphknoten und der Milz auf; eine weitergehende
Untersuchung dieser Befunde steht aus.

1.3 Murine Knochenmarksmakrophagen
1.3.1 Makrophagen
MF entstehen aus der gemeinsamen myeloischen Vorläuferzelle (common myeloid progenitor)
und wirken durch Rezeptoren (pattern recognition receptors) für Mikrobenbestandteile (micro-
bial associated molecular patterns) als Sensorzellen des angeborenen Immunsystems [94]. So
exprimieren MF den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4), der bakterielles LPS erkennt und durch die
Aktivierung des NFkB-Signalwegs die Genexpression von Chemokinen sowie von proinflam-
matorischen Zytokinen und Transkriptionsfaktoren induziert (Abb. 1.1) [57, 45]. Als Teil der
first line of defense phagozytieren MF Mikroorganismen sowie infizierte Zellen und sezernie-
ren Entzündungsmediatoren wie IL-6 [89, 133, 74]. Als Bindeglied zwischen angeborener und
adaptiver Immunität präsentieren MF über MHC-Klasse-II-Moleküle (major histocompatibility
complex) CD4+ T-Zellen Antigene; dabei wirken CD80 und CD86 als Kostimulatoren der T-Zell-
Aktivierung (Abb. 1.5) [101, 3]. Aufgrund der erhöhten Konzentration lysosomaler Proteasen
werden internalisierte Proteine in MF schneller abgebaut als in dendritischen Zellen (DZ); dies
limitiert die Antigenpräsentation zeitlich [24]. Aktivierte CD4+ Typ 1-T-Helferzellen (TH1)
sezernieren das Zytokin Interferon-g (IFN-g), das wiederum MF JAK/STAT-vermittelt aktiviert
und deren bakterizide Eigenschaften verstärkt [93, 123].

1.3.2 IL-6 in Makrophagen
Während der akuten Entzündungsreaktion reguliert IL-6 die Leukozytenrekrutierung und leitet
den Übergang von einer neutrophilen zu einer mononukleären Zellpopulation ein [65]. IL-6 wird
unter inflammatorischen Bedingungen hauptsächlich durch Monozyten und MF produziert [36].
Gleichzeitig reagieren MF selbst auf IL-6 als Stimulus, sodass die IL-6-vermittelte autokrine
MF-Stimulation zu einer Amplifikation inflammatorischer Signale führt [15].

In humanen mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) fördert IL-6 die Differen-
zierung zu MF und hemmt die Differenzierung zu DZ [14, 92]. Während die IL-6-Produktion
selbst als Charakteristikum proinflammatorischer, mikrobizider MF gilt, führt die Stimulation
mit IL-6 in MF, die zuvor mit Interleukin-4 und Interleukin-13 ausgereift wurden, zu einer
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Interaktion von Makrophagen und CD4+ T-Zellen:
Makrophagen präsentieren über MHC-Klasse-II-Moleküle Antigene, die über den T-Zell-Rezeptor (TCR)
eine T-Zell-Aktivierung initiieren. Die kostimulierende Bindung von CD80 oder CD86 an CD28 ist ein
Überlebenssignal für die T-Zelle; Zytokine wirken als Differenzierungssignale. Modifiziert nach Iwasaki
et Medzhitov [62].

Verstärkung des antiinflammatorischen Phänotyps und unterstützt so die Gewebereparatur [31].
Auch bei Infektionen mit Trypanosoma cruzi, dem Erreger der Chagas-Krankheit, induziert
IL-6 in kardialen MF einen antiinflammatorischen Phänotyp und reduziert die schädliche, IL-1b-
vermittelte NO-Produktion [113]. Darüber hinaus gibt es in der Literatur kaum Untersuchungen
zum Einfluss von IL-6 auf den MF-Phänotyp im Rahmen der akuten Inflammation, der Fokus
liegt bisher vielmehr auf der Wirkung von IL-6 auf MF bei chronischen Erkrankungen. So
ergaben Untersuchungen an Modellen verschiedener solider Tumoren, dass IL-6 die Entste-
hung Tumor-assoziierter Makrophagen (TAM) fördert, deren Auftreten mit Immunsuppression,
Progress der Tumorerkrankung und Therapieresistenz assoziiert ist [13, 47, 34, 104].

MF, die aus der Milz und aus Lymphknoten von gp130LLAA-Mäusen isoliert wurden, expri-
mieren fünfmal so viel gp130 und doppelt so viel IL-6Ra auf der Zelloberfläche wie MF aus
WT-Mäusen [51]. Untersuchungen an dendritischen Zellen aus murinem Knochenmark (KM-DZ)
zeigen, dass IL-6-trans-Signaling durch Dileucin-abhängige gp130-Endozytose reguliert wird,
nicht jedoch klassisches IL-6-Signaling [51].

Das Exopyrogen LPS induziert durch Zytokin-Crosstalk die Endozytose des Signaltransduk-
tors gp130. Dabei ist der Mechanismus der gp130-Endozytose in myeloischen Zellen nicht uniform:
In KM-DZ induziert LPS die gp130-Endozytose unabhängig von p38 und der Expression des
Dileucin-Internalisierungsmotivs, in Vorarbeiten an M-CSF-ausgereiften murinen Knochenmarks-
makrophagen (KM-MF) hingegen zeigte sich eine Regulierung der gp130-Oberflächenexpression
durch p38- und Dileucin-abhängige Rezeptorendozytose [51]. Auch IFN-g, ein zentrales Mo-
lekül in der Interaktion zwischen MF und T-Zellen, induziert in Stammzellen der Zahnpulpa
p38-abhängig die gp130-Endozytose [144]. Die Regulierung der gp130-Expression auf MF durch
IFN-g wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

1.3.3 Murine KM-MF: ein Primärzellkulturmodell
Während sich organspezifische geweberesidente MF bereits während der Embryogenese entwi-
ckeln, migrieren im Blut zirkulierende Monozyten unter inflammatorischen Bedingungen ins
Gewebe und differenzieren erst dort zu MF aus [111, 56]. Da nicht-geweberesidente MF nicht
im Knochenmark gebildet werden oder im peripheren Blut zirkulieren, ist eine Kultivierung
nur durch Ausreifung aus Monozyten möglich. Ein etabliertes Modell ist die Primärzellkultur
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aus murinem Knochenmark, bei der monozytäre Zellen durch Stimulation mit Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) und M-CSF (Makrophagen-Kolonie-
stimulierendem Faktor) zu adhärenten, CD11b+ MF ausreifen [10, 73]. Unter physiologischen
Bedingungen wirkt M-CSF primär als hämatopoetischer Wachstumsfaktor, der die Differenzie-
rung von Knochenmarksvorläuferzellen, Monozyten und MF induziert [131]. GM-CSF hingegen
ist für die reguläre Myelopoese entbehrlich und bewirkt stattdessen als proinflammatorisches
Zytokin die Aktivierung mononukleärer Zellen [7].

Der Versuch, das Paradigma der proinflammatorischen TH1-Zellen und der homöostatischen
TH2-Zellen auf MF zu übertragen und diese abhängig vom Zytokinstimulus in M1 und M2 zu
klassifizieren, scheitert am dynamischen Phänotyp der MF [95]. Auf einem kontinuierlichen
Spektrum stellen GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF extreme Phänotypen da, wobei
GM-CSF-ausgereiften KM-MF eher proinflammatorische, M-CSF-ausgereiften KM-MF dagegen
eher homöostatische Eigenschaften aufweisen [131].

In der Literatur gibt es bisher jedoch keine vergleichende Charakterisierung der gp130- und
IL-6Ra Expression auf GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF, noch ist die Regulierung
der Rezeptorexpression durch Dileucin-abhängige gp130-Endozytose und die Auswirkung der-
selben auf die Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs untersucht. Ob die Crosstalk-induzierte
gp130-Endozytose in GM-CSF-ausgereiften KM-MF durch das Dileucin-Internalisierungsmotiv
vermittelt wird, ist bisher nicht bekannt. Für M-CSF-ausgereifte KM-MF liegen die bereits
genannten unpublizierten Daten vor, die zumindest für LPS einen p38- und Dileucin-abhängigen
gp130-Endozytosemechanismus aufzeigen.

MF sind professionelle Antigen-präsentierenden Zellen. GM-CSF-ausgereifte KM-MF expri-
mieren mehr MHC Klasse II-Moleküle auf der Zelloberfläche als M-CSF-ausgereifte KM-MF bei
ähnlicher CD86-Expression [8, 90, 30]. Zahlreiche Studien konnten die Induktion der MHCII-
und CD86-Expression auf MF durch LPS und IFN-g dokumentieren [110, 81, 138]. Ob die
MHCII- und CD86-Expression und somit das Antigenpräsentationspotential auf GM-CSF- und
M-CSF-ausgereiften KM-MF durch gp130-Endozytose reguliert wird, ist nicht bekannt.

1.4 Zielsetzung
IL-6 ist ein zentrales Kommunikationsmolekül inflammatorischer Prozesse, das als Teil der
angeborenen Immunantwort insbesondere durch MF sezerniert wird und auch autokrin auf
diese wirkt. IL-6-vermittelte Signale können durch Crosstalk-induzierte, Dileucin-abhängige
gp130-Endozytose beeinflusst werden. Die Bedeutung des gp130-Internalisierungsmotivs für
die Qualität und Quantität IL-6-vermittelter Signale in KM-MF sowie für die Interaktion der
MF mit anderen Immunzellen ist jedoch unklar.

Ziel dieser Arbeit ist eine Charakterisierung muriner GM-CSF- und M-CSF-ausgereifter KM-
MF hinsichtlich der Relevanz des gp130-Internalisierungsmotivs für IL-6-vermittelte-Signale und
für das Antigenpräsentationspotential unter Berücksichtigung des Crosstalks durch LPS und
IFN-g. In der Zusammenschau der Literatur ergeben sich diesbezüglich folgende Hypothesen:

1. IL-6-vermittelte Signale in KM-MF sind zeitlich begrenzt und induzieren über den JAK-
STAT-Signalweg primär eine STAT3-Aktivierung.

2. IL-6-trans-Signaling wird in KM-MF durch Dileucin-abhängige gp130-Endozytose regu-
liert, nicht jedoch klassisches IL-6-Signaling.

8



3. LPS und IFN-g regulieren IL-6-vermittelte Signale in KM-MF durch Dileucin-vermittelte
gp130-Endozytose.

4. GM-CSF ausgereifte KM-MF besitzen stärkere antigenpräsentierende Eigenschaften als
M-CSF ausgereifte KM-MF. Stimulation mit LPS oder IFN-g fördert das Antigenpräsen-
tationspotential der KM-MF.

9



2 Material

2.1 Chemikalien
Alle Puffer und Lösungen wurden mit Wasser aus dem Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungs-
system angesetzt und bei Verwendung in der Zellkultur autoklaviert.

30% Acrylamid (37,5:1) AppliChem, Darmstadt
Albumin Fraktion V (pH7,0) AppliChem, Darmstadt
6-Aminohexansäure Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) AppliChem, Darmstadt
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem, Darmstadt
Ethanol absolut für die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt
Glycerin AppliChem, Darmstadt
Glycin AppliChem, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe
Methanol BioChemica AppliChem, Darmstadt
Midori Green Advance DNA Stain Nippon Genetics, Düren
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem, Darmstadt
Natriumfluorid (NaF) AppliChem, Darmstadt
Nukleasefreies H2O Roth, Karlsruhe
2-Propanol für die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt
Rotiphorese® 50 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer Roth, Karlsruhe
Salzsäure (HCl), rauchend (37%) Roth, Karlsruhe
20% SDS AppliChem, Darmstadt
SDS ultrapure AppliChem, Darmstadt
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe
Tris AppliChem, Darmstadt
Tween®20 für die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt
Universalagarose peqGOLD Peqlab, Erlangen

2.2 Kits

Clarity™Western ECL Substrate Kit BioRad, München
MyTaq™Extract-PCR Kit Bioline, London
NucleoZol Macherey-Nagel, Düren
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Amersham Hybond™ PVDF Membran 0.45 µm GE Healthcare, München
Cell Scraper 25 cm Sarstedt, Nümbrecht
CELLSTAR® Polypropylen Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen
CELLSTAR® Serologische Pipetten Greiner Bio-One, Frickenhausen
KIMTECH®Cellulose-Präzisionswischtücher Kimberly-Clark, Koblenz
Countess™Cell Counting Chamber Slides Invitrogen,Thermo Fisher Scientific

Carlsbad (CA)
EASYstrainer™ 70µm Greiner Bio-One, Frickenhausen
Filtertips Sarstedt, Nümbrecht
Mikrotestplatten 96well Sarstedt, Nümbrecht
NEOJECT® Ultradünnwandkanülen 20G Dispomed, Gelnhausen
Parafilm® Pechiney, Menasha (WI)
Peha-soft® nitrile Handschuhe Hartmann, Heidenheim
PCR-SoftTubes 0,2ml Biozym, Wien (A)
Petrischalen 10 cm Sarstedt, Nümbrecht
Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht
Probenröhre, flow cytometry Sarstedt, Nümbrecht
Reagiergefäße (0,5mL/1,5mL/2,0mL) Sarstedt, Nümbrecht
Schraubgefäße 1,5mL Sarstedt, Nümbrecht
TC-Platten, Standard F (6well/12well) Sarstedt, Nümbrecht
TC-Schalen, Standard (60/100) Sarstedt, Nümbrecht
Whatman™ Blottingpapier 3mm GE Healthcare, München

2.4 Zellkultur: Nährmedien und Reagenzien

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma Aldrich (jetzt: Merck KGaA)
Darmstadt

Fetales bovines Serum FBS Superior Biochrom GmbH , Berlin
L-Glutamin Solution (200 nM) Gibco, Karlsruhe
Penicillin-Streptomycin 100 x Gibco, Karlsruhe
RPMI 1640 Medium, no glutamine Gibco, Karlsruhe
StemPro™ Accutase™ Gibco, Karlsruhe
Trypan Blue Stain 0,4% Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

Karlsruhe
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2.5 Stimulantien

Stimulans Konzentration Hersteller
Granulozyten-Monozyten-Kolonie- 10% Überstand aus X63-Ag8653-
stimulierende Faktor (GM-CSF) Zellkultur
Hyper-Interleukin-6 1,5 - 30 ng/mL zur Verfügung gestellt von
(hyper-IL-6) Dr. D. Floss, Düsseldorf
Lipopolysaccharid aus Escherichia coli 100 ng/mL zur Verfügung gestellt von
O127:B8 (LPS) Prof. M. Lutz, Würzburg
Monozytenkolonien-stimulierender Faktor 10% Überstand aus L929-
(M-CSF) Zellkultur
rekombinantes murines Interferon-g 500 u/mL PeproTech, Hamburg
(IFN-g)
rekombinantes murines Interleukin-6 0,5 - 50 ng/mL PeproTech, Hamburg
(IL-6)

2.6 Inhibitoren

Aprotinin Roth, Karlsruhe
Leupeptin Roth, Karlsruhe
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich (jetzt: Merck KGaA), Darmstadt
Pepstatin A Roth, Karlsruhe
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth, Karlsruhe

2.7 Antikörper
2.7.1 Antikörper für die Durchflusszytometrie
Alle Antikörper für die Durchflusszytometrie wurden von eBioscience (Frankfurt a.M.) bezogen
und in FACS-Puffer verdünnt.

Spezifität Isotyp Klon Konzentration
CD11b PerCP-Cy5.5 Ratte, IgG2b, k M1/70 1:300
CD16/CD32 Ratte, IgG, l 93 1:200
CD86 APC Ratte, IgG2a, k GL1 1:300
CD126 (IL-6-Ra) PE Ratte, IgG2b D7715A7 1:150
CD130 (gp130) PE Ratte, IgG2a, k KGP130 1:150
MHCII eFluor450 Ratte, IgG2b, k M5/114.15.2 1:300
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2.7.2 Antikörper für Western Blot

Spezifität Klon Wirtspezies Konzentration Hersteller
Anti-ph-STAT1 (Y701) D4A7 Kaninchen 1:1000 CST1

Anti-STAT1 pk Kaninchen 1:2000 CST1

Anti-ph-STAT3 (Y705) D3A7 Kaninchen 1:2000 CST1

Anti-STAT3 124H6 Maus 1:2000 CST1

Anti-a-Tubulin DM1A Maus 1:10000 Abcam2

Anti-a-Tubulin B512 Maus 1:5000 Sigma Aldrich3

Anti-Biotin IgG-HRP Ziege 1:4000 CST1

Anti-Maus IgG-HRP Pferd 1:4000 CST1

Anti-Kaninchen IgG-HRP Ziege 1:4000 CST1

2.8 Proteinmarker

Proteinmarker Hersteller
Biotinylated Protein Ladder Cell Signaling Technology,

Frankfurt a.M.
PageRuler™ Plus Prestained Protein Marker Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe
Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards Bio-Rad,

München
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe

2.9 Primer
Alle Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) hergestellt.

Primer Sequenz (5’ → 3’) Funktion
NeoF4n TAT AGA TCT CTC GTG GGA TC forward-Primer gp130LLAA

genoF1 GCC AGA AGA CCT GCA GCT GGT G forward-Primer gp130-WT
3flR1n AGC TGA ACG ATG CCA TGA CAT TG reverse-Primer

1Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M.
2Cambridge (GB)
3(jetzt: Merck KGaA), Darmstadt
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2.10 Geräte

Accu-Jet® Pro Pipettierhelfer Brand, Wertheim
AE2000 Inversmikroskop Motic, Barcelona (E)
BD FACS Canto II™ BD Biosciences, Heidelberg
Biometra Multigel Analytik Jena, Jena
BioRad Chemi Doc™ MP Imaging System Bio-Rad, München
Centrifuge 5424 und 5810 R Eppendorf, Hamburg
Ecoline RE 106/E 100 Wasserbad LAUDA, Lauda-Königshofen
Einkanalpipetten Brand, Wertheim
Einkanalpipetten Eppendorf, Hamburg
Electrophoresis Power Supply Consort, Turnhout (BE)
EVE™ Automatic Cell Counter NanoEnTek, Guro-gu (Korea)
EVOS™ XL core (digital inverted microscope) PeqLab, Erlangen
FE20 - FiveEasy™ pH-Sensor Mettler-Toledo, Giessen
Hamilton® Mikroliterspritze (50 µl) Bonduz (CH)
Heracell 150i Inkubator Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
HeraSafe Sterilbank Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Heraeus Biofuge Primo R Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Heraeus HERAfreeze, -80°C freezer Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Vacuboy Absaughilfe INTEGRA Biosciences, Biebertal
Kühlgeräte (4°C, -20°C) Liebherr, Biberach an der Riß
Labormikrowelle Siemens, Erlangen
Mehrkanalpipetten Eppendorf, Hamburg
Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem Merck Millipore (Merck KGaA),

Darmstadt
MiniSpin® Zentrifuge Eppendorf, Hamburg
NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Ofen MHR-23 HLC Biotech, Boyenden
PeqStar 96 Universal Gradient Thermocycler PeqLab, Erlangen
SemiDry Blotting Chamber PeqLab, Erlangen
Shake n stack Hybridisierungsofen MWG-Biotech, Ebersberg
SMZ 168 Auflichtmikroskop Motic, Barcelona (E)
Stuart™ See-Saw Rocker Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Vortex-Genie® 2 Scientific Industries, Schwerte
Wasserbad Memmert, Schwabach

2.11 Mausstämme

Stamm Herkunft Bezeichnung im
weiteren Verlauf

C57BL/6J Janvier, Saint-Berthevin (FR) Wildtyp (WT)
C57BL/6J Rückkreuzung/Eigenzucht Wildtyp (WT)
C57BL/6-TgHIl6stL784A/L785A1Hema Eigenzucht gp130LLAA
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Die transgene Mauslinie C57BL/6-TgHIl6stL784A/L785A1Hema wurde von Dr. Christine Mais
in der Arbeitsgruppe Hermanns nach Genehmigung durch die Regierung von Unterfranken
(Aktenzeichen: 55.2-2531.01-21/10) generiert. Alle Versuchstiere wurden in den Tierhaltungen
des Rudolf-Virchow-Zentrums und des Zentrums für Experimentelle Molekulare Medizin der
Universität Würzburg unter Standardbedingungen (Standardfutter und Wasser ad libitum,
Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 Stunden) gehalten. Die Tötung zur Organentnahme erfolgte
durch CO2-Inhalation und zervikale Dislokation.

2.12 Software

BioRender BioRender, Toronto (Kanada)
FACSDiVa v6.1.1 BD Biosciences, Heidelberg
FlowJo™ v10.6.2 TreeStar Inc., Ashland (USA)
Image Lab 5.2.1 Bio-Rad, München
Nanodrop2000 Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Prism6 GraphPad, San Diego (CA)
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3 Methoden

3.1 Methoden der Zellbiologie
Alle Arbeiten im Zellkulturlabor wurden gemäß den Richtlinien der Good Scientific Cell Culture
Practice unter einer Sterilbank durchgeführt [16]. Medien und Lösungen wurden vor dem
Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwärmt.

3.1.1 Isolation des murinen Knochenmarks
Die Isolation des murinen Knochenmarks erfolgte nach dem Protokoll von Amend et al [1].
Das Knochenmark wurde in 20mL Kulturmedium resuspendiert und über ein 70µm-Zellsieb
passagiert. Die Konzentration vitaler Zellen in der Knochenmarksuspension wurde mit dem
EVE™Automatic Cell Counter durch eine 0,4% Trypan-Blau-Färbung nach Herstelleranwei-
sung bestimmt.

3.1.2 Kultivierung von KM-MF
PBS (pH7,4): 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4
Kulturmedium: RPMI 1640, 10% FBS, 1% L-Glutamin, 1% P/S, 50 µM 2-Mercaptoethanol
Hungermedium: RPMI 1640, 1% FBS, 1% L-Glutamin, 1% P/S, 50 µM 2-Mercaptoethanol

Die Kultivierung muriner KM-MF basierte auf den Protokollen von Inaba et al., Lutz et al.
und Assouvie et al. sowie eigenen Modifikationen [61, 83, 2]. Knochenmarkszellen wurden an
Tag 0 in Kulturmedium, das entweder mit 10% GM-CSF- oder mit 10% M-CSF-haltigem
Zellkulturüberstand versetzt wurde, auf 6 cm-Platten (7, 5 ∗ 105 Zellen in 3mL Kulturmedium)
und 6well-Platten (3 ∗ 105 in 2mL/well) ausgesät und bei 37 °C und 5% CO2 in einer was-
sergesättigten Atmosphäre kultiviert. An Tag 3 wurde pro Platte bzw. well die gleiche Menge
GM-CSF- oder M-CSF-versetztes Kulturmedium zugegeben wie an Tag 0. An Tag 6 wurde
von allen Platten die Hälfte des Mediums abgenommen und durch die gleiche Menge GM-CSF-
oder M-CSF-versetztes Kulturmedium ersetzt; an Tag 8 wurde dieser Mediumwechsel auf den
6 cm-Platten wiederholt.

3.1.3 Behandlung mit Stimulantien
Die auf 6 cm-Platten ausgereiften adhärenten Zellen wurden nach dem Mediumwechsel an Tag 8
für 24 Stunden mit 100 ng/mL LPS oder 500 u/mL IFN-g stimuliert und anschließend durch-
flusszytometrisch analysiert. Von den 6well-Platten wurde an Tag 8 das Medium abgenommen
und durch 2mL/well Hungermedium ersetzt. Nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden wurden
die KM-MF mit IL-6 oder hyper-IL-6 stimuliert. Aus den adhärenten Zellen der 6well-Platten
wurden Zelllysate zur proteinbiochemischen Analyse hergestellt.
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3.1.4 Zelloberflächenfärbung
FACS-Puffer: PBS, 5% FBS, 1mM EDTA

Die KM-MF wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit Accutase™ nach Herstelleranweisung
von den 6 cm-Platten gelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 15mL-Röhrchen mit 4mL PBS
überführt und die Zellkonzentration mit dem EVE™Automatic Cell Counter bestimmt. Die
KM-MF wurden zentrifugiert (5 min, 300 ∗ g, 4 °C) und das Zellpellet nach zweimaligem
Waschen mit FACS-Puffer in einer Konzentration von 5 ∗ 105 Zellen/200µL in FACS-Puffer
resuspendiert.
In eine 96well-Rundbodenplatte wurden 200µL/well Zellsuspension gegeben. Zur Unter-

bindung unspezifischer Bindungen der fluorophorgekoppelten Antikörper an Fc-Rezeptoren
wurden die Zellen nach dem Zentrifugieren (10min, 280 rcf, 4 °C) in 50µL anti-CD16/CD32-
Lösung resuspendiert und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in
150 µL FACS-Puffer resuspendiert, zentrifugiert und in 50 µL einer Lösung mit fluorophorge-
koppelten Antikörpern gegen CD11b, MHCII, CD86 und CD126 oder CD130 resuspendiert.
Nach 45-minütiger Inkubation auf Eis im Dunkeln wurden die KM-MF in 150µL FACS-Puffer
resuspendiert, mit FACS-Puffer gewaschen und schließlich in 200µL FACS-Puffer resuspendiert.

Abbildung 3.1: Durchflusszytometrische Identifizierung CD11b+ Zellen
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3.1.5 Durchflusszytometrie
In der Durchflusszytometrie sind die Parameter Vorwärtsstreulicht (forward scatter channel,
FSC), Seitstreulicht (side scatter channel, SSC) und die Fluoreszenz fluorophorgekoppelter
Antikörper Maß für die Zellgröße, die Zellgranularität und die Expression spezifischer Proteine
[28, 17]. Vor der Messung der Proben am FACS Canto II™ mit der Software FACSDiVa
wurden zunächst FSC und SSC durch die Messung von ungefärbten Zellen eingestellt. Im
zweiten Schritt wurden die Fluoreszenzkanäle zur Verminderung der spektralen Überlappung
durch die Messung von Einzelfärbungen für jedes Fluorophor eingestellt. Die Messung der
Proben wurde automatisch durch FACSDiVa kompensiert. Die Auswertung der durchflusszy-
tometrischen Daten erfolgte mit Hilfe der Software FlowJo™. Dabei wurde die gp130- und
IL-6Ra-Zelloberflächenexpression lebender, einzelner, CD11b+ Zellen (Abb. 3.1) als Histogramm
dargestellt und durch die Bestimmung des geometrischen Mittels der Fluoreszenzintensität
quantifiziert. Zur Abbildung der MHCII- und CD86-Zelloberflächenexpression wurden bivariate
Contour Plots gewählt.

3.2 Methoden der Proteinbiochemie
3.2.1 Herstellung der Zelllysate
Lysispuffer: 20mM Tris-HCl (pH 7,5), 150mM NaCl, 1mM EDTA, 10mM NaF, 1% Triton X-100
Proteaseinhibitoren: 1mM Na3VO4, 10µM Pepstatin A, 2 µg/mL Leupeptin, 2 µg/mL Aprotinin,
1mM PMSF

Nach Stimulation mit IL-6 oder hyper-IL-6 wurden die KM-MF mit eiskaltem, mit 0,1mM Natri-
umorthovanadat versetzten PBS gewaschen und mit 100µL eiskaltem, mit Proteaseinhibitoren
versetzten Triton X-100-Lysispuffer permeabilisiert [91]. Vorsichtig wurden die KM-MF mit
einem Zellschaber gelöst und die Zelllysate in Reaktionsgefäße überführt. Während der Inku-
bationszeit von 30 Minuten wurden die Zelllysate zweimal gevortext. Schließlich wurden die
Proben zentrifugiert (15 min, full speed, 4°C). Der proteinhaltige Überstand wurde in neue
Reaktionsgefäße überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese
4x Lämmli-Puffer: 0,25M Tris (pH 6,8), 40% Glycerin, 20% b-Mercaptoethanol, 8% SDS, 0,008% Brom-
phenolblau
10% Trenngel: 2,1mL H2O, 2,5mL 30%-Acrylamid, 2,81mL 1mM Tris-HCl (pH 8,8), 37,5 µL 20% SDS,
37,5 µL 20% APS, 6µL TEMED
5% Sammelgel: 2,77mL H2O, 830µL 30%-Acrylamid, 1260 µL 1mM Tris-HCl (pH 6,8), 25 µL 20% SDS,
40 µL 20% APS, 5µL TEMED
10x Laufpuffer: 0,025M Tris, 1,92M Glycin, 0,035M SDS

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) beruht auf den Arbei-
ten von Lämmli [77]. Vorbereitend wurden 16µL Zelllysat in 4 µL 4x-Lämmlipuffer suspendiert
und anschließend zur Proteindenaturierung für 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Pro Tasche
wurden 24µL Probenvolumen aufgetragen und bei 300V, 150W und 25mA in der Gelelektro-
phoresekammer aufgetrennt.
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3.2.3 Western Blot
Anode I-Puffer: 0,3M Tris, 20% Methanol
Anode II-Puffer: 0,025M Tris, 20% Methanol
Kathodenpuffer: 0,040M 6-Aminohexansäure, 20% Methanol

Die Fixierung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf einer Membran, der Western
Blot, erfolgte als Semi Dry Plot in einer Blotting-Kammer der Firma PeqLab [75]. Dafür wurden
vier Lagen Filterpapier in Anode I-Puffer gelegt und anschließend in der Blotting-Kammer
geschichtet. Auf zwei Lagen Filterpapier in Anode II-Puffer wurde zuerst die mit Methanol
aktiviert PVDF-Membran, dann das Elektrophoresegel gelegt. Die oberste Schicht bildeten vier
Lagen Filterpapier in Kathodenpuffer. Der Western Blot lief bei 300V, 150W und 0,8mA/cm2

eine Stunden lang.

3.2.4 Immundetektion
10x TBST: 1,37M NaCl, 0,2M Tris, 1% (v/v) Tween 20
Stripping Buffer (pH 6,7): 62,5mM Tris, 2% SDS, 100mM b-Mercaptoethanol (frisch)

Die Membran wurde für 15 Minuten in 10% BSA in TBST inkubiert, um unspezifische
Proteinbindungsstellen zu blockieren. Anschließend wurde die Membran einmal mit TBST
gewaschen und über Nacht in 5mL einer Lösung aus dem Primärantikörper in 5% BSA in
einer 50mL-Röhre auf einem Rollschüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran
über 25 Minuten dreimal mit TBST gewaschen und dann für 2 Stunden in 12mL einer
Lösung aus dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörper in TBST inkubiert.
Als Chemilumineszenzsubstrat wurde das Kit Clarity™ Western ECL Substrate der Firma
Bio-Rad im vom Hersteller angegeben Verhältnis verwendet. Die Detektion erfolgte durch das
Bildgebungssystem ChemiDoc und die Anwendung „Chemi High Sensitivity“ des Programms
ImageLab. Zur erneuten Immundetektion wurde die Membran für 25 Minuten bei 70°C in
Stripping Buffer inkubiert und danach über 10 Minuten zweimal in TBST gewaschen, bevor
die zuvor beschriebenen Schritte wiederholt wurden.

3.2.5 Quantifizierung
Um die STAT-Aktivierung zu quantifizieren, wurde mit ImageLab eine densitometrische Analyse
der Banden durchgeführt. Die Menge an phosphoryliertem Protein wurde auf das Gesamtprotein
und die am stärksten phosphorylierte Probe normiert.

3.3 Methoden der Molekularbiologie
3.3.1 DNA-Isolation und Polymerase-Kettenreaktion
Zur Genotypisierung der Mäuse wurde das MyTaq™ Extract-PCR Kit der Firma Bioline den
Herstelleranweisungen entsprechend verwendet. Nach der Extraktion der DNA aus Ohrloch-
stanzen wurde der genetisch veränderte DNA-Abschnitt mittels Polymerase-Kettenreaktion in
einem Thermocycler der Firma PeqLab amplifiziert [72, 112]. Die Amplifikation bestand aus 35
Zyklen Denaturierung (95°C für 15 s), Annealing (50°C für 15 s) und Elongation (72°C für 10 s).
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3.3.2 DNA-Detektion
Die amplifizierten DNA-Proben wurden in einem 1% Agarosegel, das mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Midori Green versetzt wurde, bei 200V, 1000mA und 150W für 20 Minuten elektrophore-
tisch aufgetrennt. Die DNA-Detektion und Dokumentation erfolgte am ChemiDoc durch die
ImageLab-Anwendung „Nucleic Acid, Etidiumbromid“.

3.4 Statistische Auswertung und Diagramme
Zur Erstellung von Diagrammen und statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPad
Prism genutzt. In den Diagrammen werden, wenn nicht anders angegeben, arithmetische
Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Zur Überprüfung der statistischen Signifikanz
der Ergebnisse wurde der multiple t-Test durchgeführt; zur Korrektur einer Alphafehler-
Kumulierung wurde die Holm–Šidák-Methode angewendet. Abweichungen von der Nullhypothese
galten als signifikant, wenn für die Irrtumswahrscheinlichkeit p galt, dass p<0,05 (* p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001). Schematische Abbildungen wurden mit Hilfe der
Online-Software Biorender.com erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen exprimieren mehr
gp130 und IL-6Ra auf der Zelloberfläche als
GM-CSF-ausgereifte KM-MF

IL-6 bindet als Ligand an den IL-6Ra und an den Signaltransduktor gp130. Um die Expression
der IL-6-Rezeptoren auf murinen GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF zu vergleichen,
wurden KM-MF aus 18 WT-Mäusen über 9 Tage mit GM-CSF oder M-CSF ausgereift. An
Tag 9 wurde die Expression von gp130 und IL-6Ra auf der Zelloberfläche CD11b+ Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt.

α

Abbildung 4.1: M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen exprimieren mehr gp130 und IL-
6Ra auf der Zelloberfläche als GM-CSF-ausgereifte KM-MF. Die Expression von (A, C) gp130 und
(B, C) IL-6Ra auf der Zelloberfläche GM-CSF- und M-CSF-ausgereifter KM-MF aus WT-Mäusen wurde
an Tag 9 durchflusszytometrisch bestimmt. (A, B) Repräsentative Darstellung der Häufigkeitsverteilung
der Zytokinrezeptorexpression auf CD11b+ KM-MF einer WT-Maus. (C) Dargestellt sind mittlere
Fluoreszenzintensitäten (MFI) der Einzelmessungen und Mittelwerte mit Standardabweichung (SD);
n=18.

M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen exprimierten signifikant mehr gp130 und IL-
6Ra auf der Zelloberfläche als GM-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen (Abb. 4.1).
Während die gp130-Expression auf M-CSF-ausgereiften KM-MF das 1,3-fache der gp130-
Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF betrug, war die IL-6Ra-Expression M-CSF-
ausgereifter KM-MF gegenüber jener der GM-CSF-ausgereiften KM-MF sogar um den Faktor 1,6
erhöht.
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4.2 IL-6 induziert in M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen
eine stärkere STAT1- und STAT3-Phosphorylierung als in
GM-CSF-ausgereiften KM-MF

Die IL-6-vermittelte Dimerisierung des Signaltransduktors gp130 induziert die Phosphorylie-
rung der Proteine STAT1 und STAT3 über den JAK-STAT-Signalweg. Um zu untersuchen, ob
die erhöhte gp130- und IL-6Ra-Expression M-CSF-ausgereifter KM-MF gegenüber GM-CSF-
ausgereiften KM-MF (Abb. 4.1) auch in einer stärkeren STAT-Aktivierung resultiert, wurden
KM-MF aus WT-Mäusen an Tag 8 für 15 Minuten mit IL-6 in verschiedenen Konzentratio-
nen (1-100 ng/mL) stimuliert. Mittels Western Blot wurde die STAT1-Phosphorylierung an
Tyrosin 701 (Y701) und die STAT3-Phosphorylierung an Tyrosin 705 (Y705) analysiert. Diese
Phosphorylierungen sind mit einer Aktivierung der Proteine assoziiert [116, 67].

Abbildung 4.2: IL-6 induziert in M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen eine stärkere
STAT1- und STAT3-Phosphorylierung als in GM-CSF-ausgereiften KM-MF. GM-CSF- und M-CSF-
ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen wurden an Tag 8 für 15 Minuten mit 1-100 ng/mL IL-6 stimu-
liert. Mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden in Gesamtzelllysaten (A) pY701-STAT1, STAT1,
(B) pY705-STAT3 und STAT3 detektiert; a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. (C, D) Darge-
stellt sind Mittelwerte der relativen STAT-Phosphorylierung (pSTAT/STAT) mit SD, markiert ist die
niedrigste Konzentration mit signifikanter Abweichung zur unstimulierten Kontrolle; n=3.
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15-minütige Stimulation mit IL-6 induzierte in M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen
eine konzentrationsabhängige Zunahme der STAT3-Phosphorylierung bis zu einer Konzentra-
tion von 10 ng/mL IL-6, in GM-CSF-ausgereiften KM-MF bis zu einer Konzentration von
50 ng/mL (Abb. 4.2B und D). Auch STAT1 wurde in KM-MF konzentrationsabhängig ver-
mehrt phosphoryliert, allerdings wurde die halbmaximale Phosphorylierung erst bei höheren
IL-6-Konzentrationen erreicht als bei STAT3 (Abb. 4.2A und C ). Abgesehen von der STAT1-
Phosphorylierung in GM-CSF ausgereiften KM-MF zeigte sich bereits bei der niedrigsten
eingesetzten IL-6-Konzentration eine signifikant erhöhte STAT1- und STAT3-Phosphorylierung
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Insgesamt induziert IL-6 in M-CSF ausgereiften
KM-MF eine stärkere STAT1- und STAT3-Phosphorylierung als in GM-CSF ausgereiften
KM-MF. Bei einer IL-6-Konzentration von 10 ng/mL war die STAT1-Phosphorylierung M-CSF-
ausgereifter KM-MF gegenüber jener GM-CSF-ausgereifter KM-MF 4,0-fach erhöht, während
sich die STAT3-Phosphorylierung nur um den Faktor 1,4 unterschied.

4.3 IL-6-Signale induzieren in KM-MF aus WT-Mäusen nur eine
kurzzeitige STAT1-Phosphorylierung

Die physiologische Induktion IL-6-vermittelter Signale im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion
ist zeitlich begrenzt. Um zu ermitteln, ob sich der Zeitverlauf der IL-6-vermittelten STAT1- oder
STAT3-Phosphorylierung zwischen GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF unterscheidet,
wurden KM-MF aus WT-Mäusen an Tag 8 unterschiedlich lang (15 Minuten bis sechs Stunden)
stimuliert. Da IL-6-Signale unter inflammatorischen Bedingungen auch über trans-Signaling
vermittelt werden, wurden die KM-MF neben IL-6 auch mit hyper-IL-6, einem Fusionsprotein
aus IL-6 und sIL-6Ra, in äquimolarer Konzentration stimuliert.

Unabhängig vom Stimulus war die STAT1- und STAT3-Phosphorylierung in GM-CSF- und
M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen nach 15 Minuten am höchsten (Abb. 4.3A-D).
Doch während die STAT1-Phosphorylierung nach einstündiger Stimulation mit IL-6 oder hyper-
IL-6 wieder auf das Basalniveau abgefallen war, betrug die STAT3-Phosphorylierung auch nach
sechs Stunden noch ein Viertel der maximalen Phosphorylierung. Bei Betrachtung der STAT-
Phosphorylierung nach 15-minütiger Stimulation mit hyper-IL-6 zeigte sich, dass sowohl STAT1
als auch STAT3 in M-CSF-stimulierten KM-MF aus WT-Mäusen signifikant stärker phosphory-
liert waren als in GM-CSF-stimulierten KM-MF: Die Y701-Phosphorylierung von STAT1 betrug
das 2,0-fache, die Y705-Phosphorylierung von STAT3 das 1,3-fache (Abb. 4.3E und F). Zudem in-
duzierte IL-6 in M-CSF-stimulierten KM-MF eine signifikant erhöhte STAT1-Phosphorylierung
im Vergleich zu hyper-IL-6 (Abb. 4.3E).

4.4 KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen exprimieren mehr gp130 auf
der Zelloberfläche als KM-MF aus WT-Mäusen

IL-6-vermittelte Signale werden durch die Liganden- und Crosstalk-vermittelte gp130-Endozytose
reguliert. Die gp130LLAA-Maus ist ein knock in-Modell zur Suppression der gp130-Endozytose
durch das Dileucin-Internalisierungsmotiv. Um die Auswirkung der gp130-Endozytose auf
die IL-6-Zytokinrezeptorexpression in KM-MF zu untersuchen, wurde die gp130- und IL-6Ra-
Zelloberflächenexpression zwischen GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen
und solchen aus gp130LLAA-Mäusen durchflusszytometrisch verglichen.
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Abbildung 4.3: IL-6-Signale induzieren in KM-MF aus WT-Mäusen nur eine kurzzeitige STAT1-
Phosphorylierung GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen wurden an Tag 8 für 15,
60 oder 360 Minuten mit 5 ng/mL IL-6 oder 15 ng/mL hyper-IL-6 stimuliert. Mittels SDS-PAGE und
Western Blot wurden in Gesamtzelllysaten (A) pY701-STAT1 und STAT1 sowie (B) pY705-STAT3 und
STAT3 detektiert; a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. (C, D) Dargestellt sind Mittelwerte der
relativen STAT-Phosphorylierung (pSTAT/STAT) im Zeitverlauf mit SD. (E, F) Zur Differenzierung
sind die Einzelmessungen und Mittelwerte mit SD bei einer Stimulationsdauer von 15 Minuten dargestellt;
n=3.
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Abbildung 4.4: KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen exprimieren mehr gp130 auf der Zelloberfläche als
KM-MF aus WT-Mäusen. Die Expression von (A-C) gp130 und (D-F) IL-6Ra auf der Zellober-
fläche GM-CSF- und M-CSF-ausgereifter KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen wurde an Tag
9 durchflusszytometrisch bestimmt. (A, B, D, E) Repräsentative Darstellung der Häufigkeitsvertei-
lung der Zytokinrezeptorexpression auf CD11b+ KM-MF einer WT-Maus und einer gp130LLAA-Maus.
(C, F) Dargestellt sind mittlere Fluoreszenzintensitäten (MFI) der Einzelmessungen und Mittelwerte
mit Standardabweichung (SD); WT: n=18; gp130LLAA: n=11.

GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen exprimieren signifikant
mehr gp130 auf der Zelloberfläche als KM-MF aus WT-Mäusen, aber ähnliche Mengen an
IL-6Ra (Abb. 4.4). Im Gegensatz zu KM-MF aus WT-Mäusen unterscheidet sich die gp130- und
IL-6Ra-Expression auf KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen nicht signifikant zwischen GM-CSF-
und M-CSF-ausgereiften KM-MF (Abb. 4.4C und F).
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4.5 Die IL-6-induzierte STAT1- und STAT3-Phosphorylierung
unterscheidet sich nicht zwischen KM-MF aus WT- und
gp130LLAA-Mäusen

Beim klassischen IL-6-Signaling bindet IL-6 zunächst an den membrangebunden IL-6Ra und
im zweiten Schritt an gp130. Um herauszufinden, ob aus der stärkeren gp130-Expression auf
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen im Vergleich zu KM-MF aus WT-Mäusen (Abb. 4.4C ) eine
stärkere Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs durch klassisches IL-6-Signaling resultiert,
wurden GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen 15 Minuten
lang mit IL-6 in verschiedenen Konzentrationen (0,5-10 ng/mL) stimuliert. Anschließend wurde
mittels Western Blot die Y701-Phosphorylierung von STAT1 sowie die Y705-Phosphorylierung
von STAT3 untersucht.

Abbildung 4.5: Die IL-6-induzierte STAT1-Phosphorylierung unterscheidet sich nicht zwischen KM-
MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen. (A) GM-CSF- und (B) M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-
und gp130LLAA-Mäusen wurden an Tag 8 für 15 Minuten mit 0,5-10 ng/mL IL-6 stimuliert. Mittels
SDS-PAGE und Western Blot wurden in Gesamtzelllysaten pY701-STAT1 und STAT1 detektiert;
a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. (C, D) Dargestellt sind Mittelwerte der relativen STAT1-
Phosphorylierung (pSTAT1/STAT1) mit SD, markiert ist die niedrigste Konzentration mit signifikanter
Abweichung zur unstimulierten Kontrolle; n=3.
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Unabhängig von der Ausreifung mit GM-CSF und M-CSF, besteht zwischen KM-MF aus
WT- und gp130LLAA-Mäusen kein signifikanter Unterschied in der IL-6-induzierten STAT1-
Phosphorylierung (Abb. 4.5). Allerdings weisen KM-MF aus WT-Mäusen im Gegensatz zu
solchen aus gp130LLAA-Mäusen bereits bei niedrigeren IL-6-Konzentrationen eine signifikant
erhöhte STAT1-Phosphorylierung im Vergleich zur unstimulierten Probe auf.

Abbildung 4.6: Die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung unterscheidet sich nicht zwischen KM-
MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen. (A) GM-CSF- und (B) M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-
und gp130LLAA-Mäusen wurden an Tag 8 für 15 Minuten mit 0,5-10 ng/mL IL-6 stimuliert. Mittels
SDS-PAGE und Western Blot wurden in Gesamtzelllysaten pY705-STAT3 und STAT3 detektiert;
a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. (C, D) Dargestellt sind Mittelwerte der relativen STAT3-
Phosphorylierung (pSTAT3/STAT3) mit SD, markiert ist die niedrigste Konzentration mit signifikanter
Abweichung zur unstimulierten Kontrolle; n=3.

Die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung unterschied sich nicht zwischen KM-MF aus
WT- und gp130LLAA-Mäusen; dies galt sowohl für GM-CSF- als auch für M-CSF-ausgereifte
KM-MF (Abb. 4.6). Die niedrigste IL-6-Konzentration, bei der die STAT3-Phosphorylierung in
GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF signifikant von der unstimulierten Probe abwich,
war bei WT- und gp130LLAA-Mäusen gleich.
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4.6 Hyper-IL-6 induziert die STAT1-Phosphorylierung in
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen stärker als in KM-MF aus
WT-Mäusen

Beim IL-6-trans-signaling bindet ein Komplex aus IL-6 und sIL-6Ra direkt an gp130. Deswegen
ist diese Form des IL-6-Signaling zwar von der gp130-Expression auf der Zelloberfläche abhängig,
nicht aber von der Expression des membrangebunden IL-6Ra. Um herauszufinden, ob die
Dileucin-abhängige gp130-Endozytose die Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs durch IL-6-
trans-Signaling reguliert, wurden GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF für 15 Minuten
mit hyper-IL-6 in verschiedenen Konzentrationen (1,5-15 ng/mL) stimuliert. Mittels Western
Blot wurde im Anschluss die Y701-Phosphorylierung von STAT1 untersucht.

Abbildung 4.7: Hyper-IL-6 induziert in KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen eine stärkere STAT1-
Phosphorylierung als in KM-MF aus WT-Mäusen. (A) GM-CSF- und (B) M-CSF-ausgereifte KM-
MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen wurden an Tag 8 für 15 Minuten mit 1,5-15 ng/mL IL-6 stimuliert.
Mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden in Gesamtzelllysaten pY701-STAT1 und STAT1 detektiert;
a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. (C, D) Dargestellt sind Mittelwerte der relativen STAT1-
Phosphorylierung (pSTAT1/STAT1) mit SD, markiert ist die niedrigste Konzentration mit signifikanter
Abweichung zur unstimulierten Kontrolle; n=3.
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Hyper-IL-6 induzierte in KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen eine stärkere STAT1-Phosphorylierung
als in KM-MF aus WT-Mäusen (Abb. 4.7). Der Unterschied in der STAT1-Phosporylierung
war stärker ausgeprägt bei höheren hyper-IL-6-Konzentrationen und in GM-CSF-ausgereiften
KM-MF. Während die STAT1-Phosphorylierung GM-CSF-ausgereifter KM-MF aus gp130LLAA-
Mäusen bei einer hyper-IL-6-Konzentration von 30 ng/mL 4,2-fach höher war als jene GM-
CSF-ausgereifter KM-MF aus WT-Mäusen, unterschied sich die STAT1-Posphorylierung in
M-CSF-ausgereiften KM-MF nur um den Faktor 2,0.

Abbildung 4.8: Die hyper-IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung unterscheidet sich nicht zwi-
schen KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen. (A) GM-CSF- und (B) M-CSF-ausgereifte KM-
MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen wurden an Tag 8 für 15 Minuten mit 1,5-15 ng/mL IL-6 stimuliert.
Mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden in Gesamtzelllysaten pY705-STAT3 und STAT3 detektiert;
a-Tubulin diente als Beladungskontrolle. (C, D) Dargestellt sind Mittelwerte der relativen STAT3-
Phosphorylierung (pSTAT3/STAT3) mit SD, markiert ist die niedrigste Konzentration mit signifikanter
Abweichung zur unstimulierten Kontrolle; n=3.
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4.7 Die hyper-IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung
unterscheidet sich nicht zwischen KM-MF aus WT- und
gp130LLAA-Mäusen

Da hyper-IL-6 in KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen eine stärkere STAT1-Phosphorylierung
induzierte als in solchen aus WT-Mäusen, stellte sich die Frage, ob dies auch für die STAT3-
Phosphorylierung gilt. Deswegen wurden GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-
und gp130LLAA-Mäusen für 15 Minuten mit hyper-IL-6 in verschiedenen Konzentrationen (1,5-
15 ng/mL) stimuliert, anschließend wurde mittels Western Blot die Y705-Phosphorylierung von
STAT3 untersucht.

Hyper-IL-6 induzierte unabhängig vom Ausreifungsfaktor in KM-MF aus WT- und gp130LLAA-
Mäusen eine ähnlich starke STAT3-Phosphorylierung (Abb. 4.8). Diese wich in GM-CSF- und
M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen bereits bei der niedrigsten
hyper-IL-6-Konzentration signifikant von der unstimulierten Probe ab.

4.8 LPS induziert auf M-CSF ausgereiften KM-MF aus
WT-Mäusen die gp130- und IL-6Ra-Expression

LPS und IFN-g können die Expression von Zytokinrezeptoren modulieren. Um herauszufinden,
ob LPS und IFN-g die IL-6-Zytokinrezeptorexpression auf KM-MF regulieren, wurden GM-
CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen an Tag 8 für 24 Stunden mit LPS oder
IFN-g stimuliert. An Tag 9 wurde die gp130- und IL-6Ra-Expression auf der Zelloberfläche
durchflusszytometrisch bestimmt.

α

Abbildung 4.9: LPS induziert auf M-CSF ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen die gp130- und
IL-6Ra-Expression. GM-CSF und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen wurden an Tag 8 für
24 Stunden mit 100 ng/mL LPS oder 500 u/mL IFN-g stimuliert. An Tag 9 wurde die Zellober-
flächenexpression von (A) gp130 und (B) IL-6Ra durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind
Einzelmessungen sowie Mittelwerte mit SD der relativen Expression im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle; n=18.
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24-stündige Stimulation mit LPS erhöhte die gp130-Expression auf M-CSF-ausgereiften
KM-MF aus WT-Mäusen um den Faktor 1,4 im Vergleich zur basalen Expression, die IL-
6Ra-Expression sogar um den Faktor 2,4 (Abb. 4.9). Auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF aus
WT-Mäusen sank die gp130-Expression durch Stimulation mit LPS auf das 0,8-Fache der unsti-
mulierten Kontrolle, während die IL-6Ra-Expression unverändert blieb. 24-stündige Stimulation
mit IFN-g veränderte auf GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen weder
die gp130- noch die IL-6Ra-Expression.

γ

γ

Abbildung 4.10: LPS verändert die gp130-Expression auf M-CSF ausgereiften KM-MF aus
gp130LLAA-Mäusen nicht. GM-CSF und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen
wurden an Tag 8 für 24 Stunden mit (A, C) LPS oder (B, D) IFN-g stimuliert. An Tag 9 wurde
die Zelloberflächenexpression von (A, B) gp130 und (C, D) IL-6Ra durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt sind Einzelmessungen sowie Mittelwerte mit SD der relativen Expression im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle; WT: n=18; gp130LLAA: n=11.
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4.9 LPS verändert die gp130-Expression auf M-CSF ausgereiften
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen nicht

Die LPS-vermittelte Regulierung der gp130-Expression ist in murinen KM-DZ unabhängig
von der p38-und Dileucin-vermittelten gp130-Endozytose [51]. IFN-g hingegen reguliert die
gp130-Expression in Stammzellen der Zahnpulpa p38-abhängig [144]. Um zu untersuchen,
ob die Wirkung von LPS und IFN-g auf die IL-6-Zytokinrezeptorexpression in KM-MF von
der Dileucin-vermittelten gp130-Endozytose abhängig ist, wurden GM-CSF- und M-CSF-
ausgereifte KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen für 24 Stunden mit LPS oder IFN-
g stimuliert. Anschließend wurde die Expression von gp130 und IL-6Ra auf der Zelloberfläche
durchflusszytometrisch bestimmt.
Die gp130-Expression M-CSF-ausgereifter KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen war nach 24-

stündiger Stimulation mit LPS im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle unverändert; dies
steht im Gegensatz zur erhöhten gp130-Expression M-CSF-ausgereifter KM-MF aus WT-
Mäusen (Abb. 4.10 A). Auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen unterschied
sich die gp130-Expression nach Stimulation mit LPS nicht von jener der GM-CSF-ausgereiften
KM-MF aus WT-Mäusen. IFN-g-stimulierte KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen zeigten im Ver-
gleich zu KM-MF aus WT-Mäusen geringfügige, aber statistisch signifikante Unterschiede
hinsichtlich der gp130-Expression (Abb. 4.10 B).

Die Stimulation mit LPS bewirkte auf M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT- und gp130LLAA-
Mäusen eine ähnlich starke Erhöhung der IL-6Ra-Expression, während die relative IL-6Ra-
Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen gegenüber jener der
KM-MF aus WT-Mäusen leicht erhöht war (Abb. 4.10 C ). IFN-g-stimulierte KM-MF zeigten
unabhängig vom Ausreifungsfaktor und Genotyp nach 24 Stunden keine Veränderung der
IL-6Ra-Expression (Abb. 4.10 D).

4.10 KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen zeigen ein ähnliches
MHCII- und CD86-Expressionsmuster

MF interagieren über die Antigenpräsentation auf MHCII-Molekülen und über die kostimula-
torischen Moleküle CD80 und CD86 mit T-Zellen und sind so Teil der zellulären Immunität.
Um herauszufinden, ob die MHCII- und CD86-Expression durch den Ausreifungsfaktor der
KM-MF oder durch gp130-Endozytose reguliert wird, wurde die MHCII- und CD86-Expression
GM-CSF- und M-CSF-ausgereifter KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen an Tag 9
durchflusszytometrisch bestimmt.

Das MHCII- und CD86-Expressionsmuster auf KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen ist
sehr ähnlich (Abb. 4.11). Dabei exprimierten M-CSF-ausgereifte KM-MF größtenteils weder
MHCII noch CD86 auf der Zelloberfläche. GM-CSF-ausgereifte KM-MF exprimierten kein
CD86 und teilten sich in eine MHCII− und eine MHCII+ Fraktion auf.
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Abbildung 4.11: KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen zeigen ein ähnliches MHCII- und CD86-
Expressionsmuster. Auf CD11b+ GM-CSF und M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT- und gp130LLAA-
Mäusen wurde an Tag 9 die Zelloberflächenexpression von MHCII und CD86 durchflusszytometrisch
bestimmt. Dargestellt sind repräsentative, bivariate Contour Plots von einer WT- und einer gp130LLAA-
Maus; WT: n=18; gp130LLAA: n=11.

4.11 IFN-g induziert, anders als LPS, sowohl in GM-CSF- als auch
in M-CSF-ausgereiften KM-MF die MHCII- und
CD86-Expression

LPS- und IFN-g modulieren die Interaktion von MF und T-Zellen. Um untersuchen, ob LPS
und IFN-g in KM-MF die Expression von Molekülen, die für die Interaktion mit T-Zellen
relevant sind, induzieren, wurden GM-CSF und M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT- und
gp130LLAA-Mäusen an Tag 8 für 24 Stunden mit LPS oder IFN-g stimuliert. An Tag 9 wurde
die Zelloberflächenexpression von MHCII und CD86 durchflusszytometrisch bestimmt.
Die Stimulation mit IFN-g induzierte sowohl in GM-CSF- als auch in M-CSF-ausgereiften

KM-MF die MHCII- und CD86-Expression (Abb. 4.12). Stimulation mit LPS führte in GM-
CSF-ausgereiften KM-MF zu einer starken CD86-Induktion, während die CD86-Expression
M-CSF-ausgereifter KM-MF nur geringfügig erhöht war. Unabhängig vom Ausreifungsfaktor
wirkte sich die Stimulation mit LPS kaum auf die MHCII-Expression der KM-MF aus. Diese
Effekte waren auf KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen gleichermaßen zu beobachten.
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Abbildung 4.12: IFN-g induziert, anders als LPS, sowohl in GM-CSF- als auch in M-CSF-
ausgereiften KM-MF die MHCII- und CD86-Expression. GM-CSF und M-CSF-ausgereifte KM-
MF aus (A) WT- und (B) gp130LLAA-Mäusen wurden an Tag 8 für 24 Stunden mit LPS oder
IFN-g stimuliert. An Tag 9 wurde die MHCII- und CD86-Expression auf der Oberfläche CD11b+ Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind repräsentative, bivariate Contour Plots von einer WT-
und einer gp130LLAA-Maus; WT: n=18; gp130LLAA: n=11.
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5 Diskussion
IL-6 ist ein zentrales Signalmolekül der Akute-Phase-Reaktion. MF bewirken im Rahmen der
Akute-Phase-Reaktion durch die Sekretion von IL-6 und die damit einhergehende auto- und
parakrine Stimulation eine Signalexpansion. Gleichzeitig bilden MF als antigenpräsentierende
Zellen eine Brücke zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem und initiieren
eine Antigen-spezifische T-Zell-Antwort.

Insuffiziente Regulierung IL-6-vermittelter Signale kann akut zu einer systemischen Hyperin-
flammation wie zum Beispiel bei einer Sepsis führen, während chronische IL-6-Aktivität die
Entstehung von Autoimmun-, Krebs- und metabolischen Erkrankungen fördert. Aus diesen
Gründen sind IL-6-vermittelte Signale stark reguliert, unter anderem durch die p38- und
Dileucin-vermittelte Endozytose des Signaltransduktors gp130, die durch Ligandenbindung oder
Zytokin-Crosstalk induziert wird.
Zur Untersuchung der Auswirkung der gp130-Endozytose auf das IL-6-Signaling und die

antigenpräsentierenden Eigenschaften der MF wurden KM-MF und die gp130LLAA-Maus als
knock in-Modell zur Suppression der gp130-Endozytose verwendet.

5.1 IL-6-vermittelte Signale in KM-MF
KM-MF entwickeln durch die Ausreifung mittels GM-CSF oder M-CSF einen distinkten
Phänotyp: M-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen exprimieren signifikant mehr gp130
und IL-6Ra auf der Zelloberfläche als GM-CSF-ausgereifte KM-MF (Abb. 4.1). Die stärkere
Rezeptorexpression auf M-CSF-ausgereiften KM-MF kann durch eine stärkere Expression der
kodierenden Gene Il6st und Il6r, durch verminderte gp130-Endozytose oder durch vermindertes
IL-6Ra-Shedding bedingt sein. Tatsächlich gibt es bisher weder publizierte Daten zur gp130-
und IL-6Ra-Oberflächenexpression noch zur Il6st- und Il6r-mRNA-Expression in GM-CSF- und
M-CSF-ausgereiften KM-MF. In Mikroglia, geweberesidenten MF des zentralen Nervensystems,
wird das für IL-6Ra kodierende Gen Il6r nach Stimulation mit GM-CSF oder M-CSF ähnlich
stark exprimiert [106]. Die Metalloprotease ADAM17 wird in murinen KM-MF exprimiert
und wirkt proteolytisch auf IL-6Ra und TNF-a [86, 11]. Quantitative Daten hinsichtlich der
ADAM17-Expression in GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF liegen nicht vor.

IL-6 aktiviert in KM-MF den JAK-STAT-Signalweg: Stimulation mit IL-6 über 15 Minuten
induziert sowohl in GM-CSF- als auch in M-CSF-ausgereiften KM-MF eine konzentrations-
abhängige Zunahme der STAT1- und der STAT3-Phosphorylierung bis zum Erreichen eines
Maximums (Abb. 4.2). Eine weitere Zunahme der STAT-Aktivierung bei bereits supraphysiologi-
scher IL-6-Konzentration wird neben der begrenzten gp130- und IL-6Ra-Oberflächenexpression
sowie der Liganden-induzierten gp130-Endozytose wahrscheinlich vor allem durch die Aktivität
von SOCS-Proteinen limitiert [4]. Insbesondere SOCS3, dessen Expression durch STAT3 indu-
ziert wird, verhindert eine weitere STAT-Aktivierung durch Bindung an Kinasedomänen der
Januskinasen [114].

IL-6 induziert in KM-MF eine stärkere STAT3- als STAT1-Aktivierung: Die halbmaximale
und die maximale STAT3-Phosphorylierung werden bereits bei niedrigeren IL-6-Konzentrationen
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erreicht als bei STAT1 (Abb. 4.2). Dies stimmt überein mit Untersuchungen an HepG2-Zellen,
die STAT3 im Vergleich zu STAT1 und STAT5 als potentesten Induktor der Expression von
Akute-Phase-Genen identifizierten [87].

Während die IL6-vermittelte STAT3-Phosphorylierung zwischen GM-CSF- und M-CSF-
ausgereiften KM-MF quantitativ nur geringfügig differiert, beträgt die maximale STAT1-
Phosphorylierung in GM-CSF-ausgereiften KM-MF nur ein Viertel derer in M-CSF-ausgereiften
KM-MF (Abb. 4.2). Die verminderte STAT1-Aktivierung korreliert mit der geringeren IL-6Ra-
und gp130-Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF (Abb. 4.1). Die STAT1-Aktivierung
durch klassisches IL-6-Signaling wird in KM-MF folglich durch die Zelloberflächenexpression der
IL-6-Rezeptoren reguliert. Dass dieser Effekt nicht gleichermaßen für die STAT3-Aktivierung
gilt, ist am ehesten auf die bereits genannte präferentielle STAT3-Aktivierung gegenüber ande-
ren STAT-Proteinen zurückzuführen. Zudem ist bekannt, dass GM-CSF in murinen Monozyten
einen Abfall der STAT1-Expression bewirkt [22]. Darüber hinaus induziert GM-CSF in hämato-
poetischen Zelllinien die Dephosphorylierung der Januskinasen JAK1 und Tyk2 und vermittelt
so einen Abfall der STAT1-Phosporylierung [68]. Prinzipiell induzieren sowohl GM-CSF als
auch M-CSF selbst die STAT1- und STAT3-Aktivierung [9, 98]. Da die KM-MF in den vor-
liegenden Untersuchungen vor der Stimulation mit IL-6 oder hyper-IL-6 für sechs Stunden
in Hungermedium inkubiert wurden, ist jedoch nicht von einer Interferenz hinsichtlich der
STAT-Aktivierung auszugehen.
IL-6-trans-Signaling, vermittelt durch Stimulation mit hyper-IL-6, induziert in M-CSF-

ausgereiften KM-MF eine signifikant stärkere STAT1- und STAT3-Phosphorylierung als in
GM-CSF-ausgereiften KM-MF (Abb. 4.3 E und F) [100]. Dies korreliert mit der geringeren
gp130-Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF, die als limitierender Faktor des IL-6-trans-
Signaling wirkt (Abb. 4.1 A und C ). IL-6 und hyper-IL-6 induzieren in KM-MF eine ähnlich
starke STAT1- und STAT3-Aktivierung. Nur in M-CSF-ausgereiften KM-MF bewirkt IL-6 eine
doppelt so hohe STAT1-Phosphorylierung wie hyper-IL-6 (Abb. 4.3 E). Dies steht im Gegensatz
zur in der Literatur beschriebenen höheren Affinität des Liganden hyper-IL-6 zum Signal-
transduktor gp130, die beispielsweise in HepG2-Zellen in einer zehnfach höheren Sekretion des
Akute-Phase-Proteins Haptoglobin resultiert als bei vergleichbaren IL-6-Konzentrationen [100].
Theoretisch kann die schwächere STAT1-Aktivierung durch hyper-IL-6 in M-CSF-ausgereiften
KM-MF auch durch die Zusammensetzung des Rezeptorkoplexes erklärt werden: Da dieser
beim klassischen IL-6-Signaling nicht nur als Hexamer, sondern auch als Tetramer aus je einem
Molekül IL-6 und IL-6Ra sowie zwei Molekülen gp130 vorliegen kann, werden nur halb so viele
Ligandenmoleküle zur Signaltransduktion benötigt wie beim trans-Signaling, das einen Hexa-
mer aus je zwei Molekülen hyper-IL-6 und gp130 voraussetzt [76]. Neuere, systembiologische
Ansätze gehen jedoch von einer Hexamerkonfiguration des Rezeptorkomplexes sowohl beim
klassischen als auch beim IL-6-trans-Signaling aus [107, 85]. Möglicherweise ist die Divergenz
der vorliegenden Daten zur Literatur auch durch die Wahl eines semiquantitativen Verfahrens
zur Bestimmung der STAT-Phosphorylierung zu erklären. Eine Korrelation der Western Blot-
Ergebnisse mit denen eines quantitativen Verfahrens, zum Beispiel mittels Durchflusszytometrie,
wäre aufschlussreich.

Die Kinetik des JAK-STAT-Signaling ist in KM-MF unabhängig von den Stimuli IL-6 und
hyper-IL-6: STAT1- und STAT3-Phosphorylierung erreichen jeweils nach 15-minütiger Stimula-
tion ein Maximum (Abb. 4.3 A-D). Während die STAT1-Phosphorylierung nach einer Stunde
jedoch auf das Basalniveau abfällt, beträgt die STAT3-Phosphorylierung sowohl nach einer
als auch nach sechs Stunden noch ein Viertel des Maximums. Dieser Zeitverlauf der STAT1-
und STAT3-Aktivierung konnte auch in murinen Neutrophilen im Rahmen des Krankheits-
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modells der Escherichia coli-Pneumonie beobachtet werden [64]. Die kurze Dauer der IL-6-
oder hyper-IL-6-vermittelten STAT1-Aktivierung in KM-MF ist kongruent mit Untersuchungen
an murinen embryonalen Fibroblasten, die eine STAT3-induzierte Inhibierung und zeitliche
Limitierung der STAT1-Aktivierung ergaben [20]. Gleichzeitig kann die Reduktion der STAT3-
Aktivierung durch die STAT3-induzierte SOCS3-Expression erklärt werden; durch die negative
Rückkopplung mittels SOCS3 entsteht ein biphasisches IL-6-Signal mit phasenspezifischem
Genexpressionsprofil [140].

5.2 Relevanz des gp130-Internalisierungsmotivs für IL-6-vermittelte
Signale

KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen exprimieren signifikant mehr gp130 auf der Zelloberfläche
als KM-MF aus WT-Mäusen bei ähnlichen Mengen IL-6Ra (Abb. 4.4). Dieser Befund bestä-
tigt das knock in-Modell zur Suppression der gp130-Endozytose auch in murinen KM-MF.
Gleichzeitig scheint die IL-6Ra-Expression auf KM-MF unabhängig von der Expression des
gp130-Internalisierungsmotivs zu sein (Abb. 4.4 D-F). Die vermehrte gp130-Expression bei
konstanter IL-6Ra-Expression konnte in ähnlicher Weise in KM-DZ beobachtet werden [51]. Auf
Milzmakrophagen (CD11clowB220−) aus gp130LLAA-Mäusen hingegen ist die IL-6Ra-Expression
signifikant erhöht gegenüber solchen aus WT-Mäusen [51]. Allerdings stammen die MF der
roten Milzpulpa aus dem Dottersack sowie aus der fetalen Leber und unterscheiden sich als
geweberesidente MF hinsichtlich der Zytokinexpression und -interaktion von Peritoneal- und
KM-MF [143, 135].
Im Gegensatz zu KM-MF aus WT-Mäusen unterscheidet sich die gp130- und IL-6Ra-

Expression zwischen GM-CSF- und M-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen
nicht (Abb. 4.4 C und F). Da GM-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT-Mäusen signifikant
weniger gp130 auf der Zelloberfläche exprimieren als M-CSF-ausgereifte-KM-MF aus WT-
Mäusen, wird die gp130-Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF vermutlich stärker durch
Dileucin-abhängige gp130-Endozytose reguliert als in M-CSF-ausgereiften KM-MF.
IL-6-vermitteltes klassisches IL-6-Signaling induziert in KM-MF aus WT- und gp130LLAA-

Mäusen eine ähnlich starke STAT1- und STAT3-Phosphorylierung; dies gilt sowohl für GM-CSF-
als auch für M-CSF-ausgereifte KM-MF (Abb. 4.5 und 4.6). Die höhere gp130-Expression
auf KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen induziert keine stärkere STAT-Aktivierung, da die un-
veränderte IL-6Ra-Expression limitierend auf klassisches IL-6-Signaling wirkt (Abb. 4.4).
Eine signifikante Zunahme der STAT1-Phosphorylierung gegenüber dem Basalniveau trat bei
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen erst bei höheren IL-6-Konzentrationen als bei solchen aus
WT-Mäusen auf (Abb. 4.5). Diesbezüglich gibt es keine vergleichbaren Daten in der Literatur.
Möglicherweise wirken aufgrund der fehlenden Dileucin-abhängigen gp130-Endozytose andere
Regulierungsmechanismen IL-6-vermittelter Signale stärker als in KM-MF aus WT-Mäusen.

Hyper-IL-6-vermitteltes IL-6-trans-Signaling induziert die STAT1-Phosphorylierung in KM-
MF aus gp130LLAA-Mäusen signifikant stärker als in KM-MF aus WT-Mäusen; dieser Ef-
fekt ist bei höheren IL-6-Konzentrationen und bei GM-CSF-ausgereiften KM-MF stärker
ausgeprägt (Abb. 4.7). Da IL-6-trans-Signaling auf Rezeptorebene nur durch die gp130-
Oberflächenexpression reguliert wird, entfällt die limitierende Wirkung der IL-6Ra-Expression
und die erhöhte gp130-Expression induziert tatsächlich eine stärkere STAT1-Aktivierung.
Folglich wird die hyper-IL-6-induzierte STAT1-Aktivierung durch Dileucin-abhängige gp130-
Endozytose reguliert. Diesen Zusammenhang bestätigen systembiologische Untersuchungen,
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die das quantitative Verhältnis von gp130 zu IL-6Ra als wichtigste Determinante der Ant-
wort auf klassisches und IL-6-trans-Signaling definieren, während intrazelluläre Prozesse von
untergeordneter Bedeutung sind [107].
Dagegen unterscheidet sich die STAT3-Aktivierung durch IL-6-trans-Signaling zwischen

KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen nicht (Abb. 4.8). Die unterschiedliche Relevanz des
gp130-Internalisierungsmotivs für die hyper-IL-6-vermittelte STAT1- und STAT3-Aktivierung
beruht vermutlich auf der unterschiedlichen Rezeptorspezifität von STAT1 und STAT3: Diese
bestimmt die Wahrscheinlichkeit der Interaktion zwischen SH2-Domäne des STAT-Moleküls
und der Phosphotyrosinsequenz des Signaltransduktors gp130 [94]. So induziert IL-6, vermittelt
durch gp130, primär eine STAT3-Aktivierung [87]. Zudem setzt die STAT1-Aktivierung durch
IL-6 eine längere STAT-Verweildauer an gp130 voraus als die STAT3-Aktivierung [85]. STAT1
und STAT3 konkurrieren jedoch um gp130-Phosphotyrosine, sodass STAT1 stärker von der
IL-6-Rezeptorenexpression abhängig ist als STAT3 [103]. Die stärkere gp130-Expression auf
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen sowie die höhere Affinität der Bindung von hyper-IL-6 an
gp130 im Vergleich zur Interaktion von IL-6, IL-6Ra und gp130 beim klassischen IL-6-Signaling
ermöglichen folglich eine stärkere STAT1-Aktivierung. In KM-DZ aus gp130LLAA-Mäusen
hingegen induzierte IL-6-trans-Signaling eine signifikant stärkere STAT3-Aktivierung als in
KM-DZ aus WT-Mäusen [51]. Die STAT1-Aktivierung wurde jedoch nicht untersucht, sodass
es noch keine ausreichende Datengrundlage zur Bestätigung der Annahme einer stärkeren
Regulierung der hyper-IL-6-induzierten STAT1-Aktivierung durch Dileucin-abhängige gp130-
Endozytose im Vergleich zu STAT3 gibt. Zusammenfassend konnte der Zusammenhang zwischen
gp130-Internalisierungsmotiv und STAT1-Aktivierung hier erstmals ex vivo gezeigt werden. Da
aktuelle Studien die Konkurrenz um Phosphotyrosine als zentralen Faktor für die Regulierung
von Zytokin-Signaling und -Crosstalk identifizieren konnten, liegt hier ein wichtiger Ansatzpunkt
zur Untersuchung des zugrundeliegenden Mechanismus [139].

5.3 Crosstalk-Regulierung IL-6-vermittelter Signale durch LPS
LPS induziert die gp130- und IL-6Ra-Expression auf M-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-
Mäusen und fördert so klassisches und IL-6-trans-Signaling (Abb. 4.9). Dies widerspricht
zunächst der erwarteten verminderten gp130-Expression aufgrund der Liganden-induzierten
gp130-Endozytose. Allerdings bildet die Messung nach 24-stündiger Stimulation mit LPS nicht
den genauen zeitlichen Verlauf der gp130- und IL-6Ra-Oberflächenexpression ab. Untersu-
chungen an KM-DZ zeigten, dass die gp130-Expression nach Stimulation mit TNFa bereits
nach 30 Minuten ein Minimum erreicht und über Nacht über den Ausgangswert steigt [51].
Zudem führt 24-stündige Stimulation mit LPS in humanen PBMC zu einer Erhöhung der Il6st-
und Il6r-Genexpression sowie der gp130-Oberflächenexpression [88]. Auch in vivo konnte ein
Anstieg der gp130- und IL-6Ra-Expression durch LPS gezeigt werden: Im Vollblut gesunder
Probanden war die Il6st-Expression 24 Stunden nach intravenöser LPS-Injektion doppelt so
hoch wie nach Placebo, die Il6r-Expression war um den Faktor 1,8 erhöht [84]. Während die
Il6st-Expression bereits nach 4 Stunden ein erstes Maximum erreichte, stieg die Il6r-Expression
erst nach 24 Stunden. Gleichzeitig ist die sIL-6Ra-Konzentration im Plasma nach zwei Stunden
maximal erhöht (20%) und fällt bereits nach vier Stunden wieder auf das Ausgangsniveau ab,
IL-6Ra wird also nur kurzzeitig durch verstärktes Rezeptor-Shedding reguliert [23]. Ursächlich
für die LPS-induzierte Erhöhung der gp130-und IL-6Ra-Expression auf M-CSF-ausgereiften
KM-MF aus WT-Mäusen ist folglich am ehesten die vermehrte Expression der Rezeptorgene.
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Auf M-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen hingegen bewirkt LPS keine Ver-
änderung der gp130-Expression im Vergleich zur unstimulierten Probe (Abb. 4.10 A). Die
gp130-Expression auf M-CSF-ausgereiften KM-MF wird also durch die Expression des gp130-
Internalisierungmotivs reguliert. Durch die fehlende Dileucin-abhängige gp130-Endozytose in
M-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen entfällt möglicherweise ein Stimulus für die
Induktion der Il6st-Expression, sodass die gp130-Expression nach 24-stündiger Stimulation mit
LPS dem Basalniveau entspricht. Die IL-6Ra-Expression hingegen wird auf M-CSF-ausgereiften
KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen ähnlich stark induziert und ist somit unabhängig
von der Expression des Internalisierungmotivs (Abb. 4.10 C ).

In GM-CSF-ausgereiften KM-MF aus WT-Mäusen führt Stimulation mit LPS zu einem
geringen Abfall der gp130-Oberflächenexpression bei konstanter IL-6Ra-Expression; dies limitiert
sowohl klassisches als auch IL-6-trans-Signaling (Abb. 4.9). Auch in GM-CSF-ausgereiften
KM-DZ konnte ein starker Abfall der gp130-Oberflächen- und Proteinexpression sowie der
Il6st-Expression nach Stimulation mit LPS über Nacht beobachtet werden; bezüglich der
IL-6Ra-Expression liegen keine Daten zum Vergleich vor [51].
Der LPS-induzierte Abfall der gp130-Oberflächenexpression auf GM-CSF-ausgereiften KM-

MF ist unabhängig von der Expression des gp130-Internalisierungsmotivs (Abb. 4.10 A). Auch
in KM-DZ induziert LPS die gp130-Endozytose p38- und Dileucin-unabhängig, jedoch vermittelt
durch Clathrin [51]. Die IL-6Ra-Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-
Mäusen steigt nach Stimulation mit LPS geringfügig an im Vergleich zur konstanten Expression
auf KM-MF aus WT-Mäusen (Abb. 4.10 C ). Da GM-CSF- und M-CSF ausgereifte KM-
MF extreme Phänotypen darstellen, ist eine Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die Verhältnisse
in vivo nur bei starken Effekten zur erwarten; dies gilt auch für statistisch signifikante Ergebnisse.
In diesem Sinne ist der geringfügige Anstieg der IL-6Ra-Expression vermutlich nicht relevant.

Die Ursache für die unterschiedlichen Mechanismen der gp130-Endozytose in GM-CSF- und
M-CSF-ausgereiften KM-MF bleibt unklar. Grundsätzlich exprimieren MF, die aus PBMC mit
M-CSF-ausgereifte wurden, signifikant mehr TLR-4, CD14 und MD2 auf der Zelloberfläche als
GM-CSF-ausgereifte MF [40]. Möglicherweise beeinflusst die unterschiedliche Expression des
LPS-Rezeptors die Phosphorylierung von Komponenten der Signalkaskade, die Voraussetzung
der p38-abhängigen, Dileucin-vermittelten gp130-Endozytose ist.
IFN-g hat keinen Effekt auf die gp130- und IL-6Ra-Expression auf KM-MF aus WT-

Mäusen (Abb. 4.9). In Stammzellen der Zahnpulpa hingegen induziert IFN-g p38-vermittelt die
gp130-Endozytose [144]. Zudem sinkt die IL-6Ra-Expression auf Monozyten aus Vollblut nach
Inkubation mit IFN-g über vier Stunden um 75 % [23]. Die Rezeptorexpression auf murinen
KM-MF war bisher nicht bekannt; möglicherweise ist die in der Literatur beschriebene Crosstalk-
vermittelte Regulierung der Zytokinrezeptorexpression durch IFN-g vom Differenzierungsstatus
der untersuchten Zellen abhängig.
IFN-g induziert in GM-CSF-ausgereiften KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen einen geringen

Anstieg der gp130-Zelloberflächenexpression, während die Expression auf M-CSF-ausgereiften
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen geringfügig sinkt (Abb. 4.10 B). Die Relevanz dieser ge-
ringen, jedoch statistisch signifikanten Unterschiede in der gp130-Expression zwischen KM-
MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen ist unklar und müsste in in vivo-Modellen mit ver-
stärkter Interferon-g-Aktivität überprüft werden, um eine Aussage über die Bedeutung des
Dileucin-Internalisierungmotivs für die IFN-g-vermittelte gp130-Endozytose treffen zu können.
Unabhängig vom Genotyp und Ausreifungsfaktor ist die IL-6Ra-Expression auf KM-MF nach
24-stündiger Stimulation mit IFN-g unverändert gegenüber der unstimulierten Kontrolle, da IFN-
g die IL-6Ra-Expression auf KM-MF entweder nicht oder nur kurzfristig reguliert (Abb. 4.10 D).
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5.4 Antigenpräsentation und Kostimulation durch KM-MF
Die MHCII- und CD86-Expression auf KM-MF ist unabhängig von der Expression des gp130-
Internalisierungsmotivs (Abb. 1.5). Anhand des Modells der gp130F759/F759-Maus, in deren
Zellen die gp130-vermittelte STAT3-Aktivierung erhöht ist, und anhand des Modells der
gp130FxxQ/FxxQ-Maus, in deren Zellen die gp130-vermittelte STAT3-Aktivierung defekt ist,
konnte gezeigt werden, dass die MHCII- und CD86-Expression in KM-DZ durch IL-6-vermittelte
STAT3-Aktivierung inhibiert wird [99, 71]. Dabei war die gp130- und IL-6Ra-Expression auf den
KM-DZ unabhängig vom Genotyp. Dies impliziert, dass die MHCII-Expression vermutlich nicht
durch die quantitative gp130-Expression, wohl aber durch die Qualität der Signaltransduktion
durch gp130 reguliert wird. Tatsächlich hat die unterschiedlich starke gp130-Expression auf
KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen in den hier vorliegenden Daten keine Auswirkung
auf die MHCII-Expression. Möglicherweise kann dies auch durch die ähnlich starke STAT3-
Aktivierung in KM-MF aus WT- und solchen aus gp130LLAA-Mäusen durch klassisches und
IL-6-trans-Signaling erklärt werden (Abb. 4.6, Abb. 4.8).

Unstimulierte M-CSF-ausgereifte KM-MF sind MHCII−CD86− (Abb. 1.5). Hingegen bestehen
GM-CSF-ausgereifte KM-MF aus WT- und gp130LLAA-Mäusen jeweils aus zwei Populationen:
MHCII−CD86− und MHCII+CD86−. Dies stimmt überein mit Untersuchungen an „loosely
adherent“, GM-CSF-ausgereiften CD11b+ Knochenmarkszellen, die sich aus je einer Population
mit intermediärer und hoher MHCII-Expression zusammensetzen [50]. Da in der vorliegenden
Arbeit im Rahmen der Durchflusszytometrie keine Sortierung der CD11b+ Zellen basierend
auf MF- und DZ-Markern erfolgte, lässt sich zudem nicht ausschließen, dass trotz mehrfachen
Waschens der Zellkulturplatten nicht auch einzelne inadärente Zellen mit DZ-Phänotyp in die
Messung eingeschlossen wurden.

LPS induziert die CD86-Expression auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF; in geringem Ausmaß
gilt dies auch für M-CSF-ausgereifte KM-MF (Abb. 4.12). Gleichzeitig steigt die MHCII-
Expression der KM-MF nur geringfügig an. Es ist bekannt, dass die MHCII-Expression auf
M-CSF-ausgereiften KM-MF durch Stimulation mit LPS nur transient ansteigt und nach
24 Stunden wieder das Basalniveau erreicht [138]. In MF der Zelllinie BAC1.2F5 induziert LPS
die SOCS3-Expression und inhibiert so nach mindestens vier Stunden die STAT1-vermittelte
MHCII-Expression durch IFN-g [121]. Da die MHCII-Expression in der vorliegenden Untersu-
chung nur nach 24 Stunden gemessen wurde, kann der zeitliche Verlauf der Wirkung von LPS
nicht nachvollzogen werden. Die Funktion der LPS-vermittelten Zunahme der Oberflächenex-
pression des kostimulatorischen Moleküls CD86 ohne relevante Induktion der MHCII-Expression
bleibt unklar. Möglicherweise fehlt ein zweiter externer Stimulus zur Induktion der MHCII-
Expression, die Voraussetzung für die Interaktion von MF mit T-Zellen ist.

IFN-g-stimulierte GM-CSF- und M-CSF-ausgereifte KM-MF haben durch die starke MHCII-
und CD86-Induktion einen ähnlichen Phänotyp (MHCII+CD86+) (Abb. 4.12). Die MHCII-
Induktion in KM-MF durch IFN-g ist seit langem bekannt. Fraglich ist allerdings, ob die ver-
mehrte MHCII-Expression in einer vermehrten T-Zell-Aktivierung resultiert. Zumindest in vitro
ist die Antigen-induzierte T-Zell-Proliferation durch IFN-g-stimulierte M-CSF-ausgereifte KM-
MF niedriger als durch unstimulierte GM-CSF-ausgereifte KM-MF [30]. M-CSF-ausgereifte KM-
MF teilen phänotypische und funktionelle Eigenschaften mit Tumor-assoziierten MF (TAM) [63].
Im murinen Myelom-Modell aktivieren CD11b+ Zellen CD4+ T-Zellen, die durch die Sekre-
tion von IFN-g eine Aktivierung der TAM und MHCII-Induktion bewirken [19]. Zudem ist
bekannt, dass die MHCII- und CD86-Expression in tumoriziden MF hochreguliert ist, wäh-
rend die Tumorprogression mit einer Transition der TAM von MHChigh zu MHClow assoziiert
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ist [46, 134]. Nach vielversprechenden Ergebnissen im Mausmodell läuft aktuell eine klini-
schen Studie zum therapeutischen Einsatz von Monozyten, die aus dem peripheren Blut von
Patientinnen mit therapierefraktärem, peritoneal metastasierten Ovarialkarzinom isoliert, ex
vivo mit PEG-Interferon a-2b und Interferon g-1b stimuliert und anschließend intraperitoneal
injiziert werden [96, 41]. Ein Zusammenhang zwischen der MHCII- und CD86-Induktion auf
monozytären Zellen durch IFN-g und der immunvermittelten antineoplastischen Wirkung der
genannten zellbasierten Therapie ist denkbar.

5.5 Ausblick
Die Expression des gp130-Internalisierungmotivs reguliert in murinen KM-MF die STAT1-
Aktivierung durch IL-6-trans-Signaling. Ob dieser Effekt auch eine relevante Veränderung der
Gen- und Proteinexpression sowie der Funktion von MF bewirkt, ist noch unklar. Da STAT1 in
MF primär im Rahmen der initialen Signalexpansion der Entzündungsreaktion aktiviert wird,
stellt sich die Frage, ob beim Hyperinflammationssyndrom eine stärkere und länger anhaltende
STAT1-Aktivierung durch verminderte gp130-Endozytose vorliegt. Weitere Untersuchungen
in vivo anhand von Sepsis-Modellen sind nötig, um die pathophysiologische Bedeutung der
gp130-Endozytose in MF zu verstehen.
GM-CSF-ausgereifte KM-MF exprimieren basal mehr MHC-Klasse-II-Komplex als M-CSF-

ausgereifte KM-MF; Stimulation mit IFN-g induziert in beiden Makrophagensubtypen einen
MHCII+-Phänotyp. Weitere Untersuchungen hinsichtlich der Kompetenz zur Antigenpräsenta-
tion und zur Qualität der Interaktion mit T-Zellen sind nötig, um die Relevanz von IFN-g für
die MF-Funktion zu verstehen und zellbasierte Immuntherapien zu entwickeln.
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6 Zusammenfassung

IL-6 bewirkt als Entzündungsmediator eine autokrine MF-Stimulation. Zur Verhinderung
pathologischer Entzündungsaktivität sind IL-6-Signale stark reguliert, unter anderem durch die
Dileucin-vermittelte Endozytose des Signaltransduktors gp130. Klassisches IL-6-Signaling ist
abhängig von der Expression von IL-6Ra und gp130 auf der Zelloberfläche, während IL-6-trans-
Signaling durch löslichen IL-6Ra nur von der gp130-Expression abhängt. Die Bedeutung des
Dileucin-Internalisierungsmotivs für IL-6-vermittelte Signale in MF und die Interaktion der
MF mit anderen Immunzellen ist jedoch unklar.
Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Charakterisierung muriner GM-CSF- und M-CSF-

ausgereifter KM-MF hinsichtlich der Relevanz des gp130-Internalisierungsmotivs für IL-6-
vermittelte-Signale und das Antigenpräsentationspotential unter Berücksichtigung des Crosstalk
durch LPS und IFN-g. Hierzu wurde die gp130LLAA-Mauslinie als knock in-Modell zur Sup-
pression der gp130-Endozytose verwendet.

KM-MF entwickeln durch die Ausreifung mittels GM-CSF oder M-CSF einen distinkten Phä-
notyp: M-CSF-ausgereifte KM-MF exprimieren mehr gp130 und IL-6Ra auf der Zelloberfläche
als GM-CSF-ausgereifte KM-MF. Dies limitiert sowohl klassisches als auch IL-6-trans-Signaling
in GM-CSF-ausgereiften KM-MF: IL-6 induziert in diesen eine geringere STAT1-Aktivierung,
das IL-6/IL-6Ra-Fusionsprotein hyper-IL-6 eine geringere STAT1- und STAT3-Aktivierung.
KM-MF aus gp130LLAA-Mäusen exprimieren mehr gp130 als KM-MF aus WT-Mäusen bei

ähnlichen Mengen IL-6Ra. Dabei ist die Rezeptorexpression auf gp130LLAA-KM-MF unabhängig
vom Ausreifungsfaktor GM-CSF oder M-CSF. Durch die erhöhte gp130-Expression induziert IL-
6-trans-Signaling in gp130LLAA-KM-MF eine stärkere STAT1-Aktivierung als in WT-KM-MF,
dies gilt insbesondere bei Ausreifung mit GM-CSF. Dagegen sind die STAT3-Aktivierung durch
IL-6-trans-Signaling und die STAT1- und STAT3-Aktivierung durch klassisches IL-6-Signaling
unabhängig von der Expression des Dileucin-Internalisierungsmotivs.
Stimulation mit LPS induziert die gp130- und IL-6Ra-Expression auf M-CSF-ausgereiften

WT-KM-MF, während die gp130-Expression auf M-CSF-ausgereiften gp130LLAA-KM-MF un-
verändert ist. Unabhängig von der Expression des Dileucin-Internalisierungsmotivs bewirkt
LPS in GM-CSF-ausgereiften KM-MF einen Abfall der gp130-Expression. IFN-g hingegen hat
keinen relevanten Effekt auf die gp130- und IL-6Ra-Expression auf KM-MF.

MHCII- und CD86-Expression auf KM-MF sind unabhängig von der Expression des gp130-
Dileucin-Internalisierungsmotivs. M-CSF-ausgereifte KM-MF sind MHCII−CD86−, während
sich GM-CSF-ausgereifte KM-MF aus einer MHCII−CD86− und einer MHCII+CD86− Popula-
tion zusammensetzen. LPS induziert auf GM-CSF-ausgereiften KM-MF die CD86-Expression
bei kaum veränderter MHCII-Expression. Unabhängig vom Ausreifungsfaktor induziert IFN-g in
KM-MF einen MHCII+CD86+ Phänotyp.

Unklar bleibt, warum IL6-vermittelte Signale in GM-CSF-ausgereiften KM-MF stärker durch
Dileucin-abhängige gp130-Endozytose reguliert werden als in M-CSF-ausgereifte KM-MF. Auch
die Ursache der unterschiedlichen Wirkung von LPS auf die gp130-Expression verschiedener
myeloischer Zellen ist nicht geklärt. Weitere Untersuchungen sind nötig.
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Abstract

As a mediator of inflammation, IL-6 causes autocrine MF stimulation. To prevent pathological
inflammatory activity, IL-6 signaling is regulated by di-leucine-mediated endocytosis of the
signal transducer gp130, amongst other mechanisms. Classical IL-6 signaling depends on the
expression of IL-6Ra and gp130 on the cell surface, whereas IL-6 trans-signaling initiated by
soluble IL-6Raa depends only on gp130. However, the importance of the di-leucine internalization
motif for IL-6-mediated signaling in MF and the interaction of MF with other immune cells is
unclear.
The aim of this thesis was to characterize murine GM-CSF- and M-CSF-cultured bone

marrow-derived macrophages (BMDM) regarding the relevance of the gp130 internalization
motif for IL-6 signaling and antigen presentation capacity, taking into account crosstalk by
LPS and IFN-g. For this purpose, the gp130LLAA mouse line was used as a knock-in model for
suppression of gp130 endocytosis.
BMDM develop a distinct phenotype through culture with GM-CSF or M-CSF: M-CSF-

cultured BMDM express more gp130 and IL-6Ra on the cell surface than GM-CSF-cultured
BMDM. This limits both classical and trans-signaling in GM-CSF-cultured BMDM: IL-6 induces
a weaker STAT1 activation in these, the IL-6/IL-6Ra fusion protein hyper-IL-6 a weaker STAT1
and STAT3 activation.
BMDM from gp130LLAA mice express more gp130 than BMDM from WT mice but similar

levels of IL-6Ra. The receptor expression on gp130LLAA-BMDM is independent of culture with
GM-CSF or M-CSF. Due to increased gp130 expression, IL-6 trans-signaling induces stronger
STAT1 activation in gp130LLAA-BMDM than in WT-BMDM; this effect is more pronounced
in BMDM cultured with GM-CSF. In contrast, STAT3 activation by IL-6 trans-signaling and
STAT1 and STAT3 activation by classical IL-6 signaling are independent of the di-leucine
internalization motif.

Stimulation with LPS induces gp130 and IL-6Ra expression on M-CSF-cultured WT-BMDM,
while gp130 expression on M-CSF-cultured gp130LLAA-BMDM is unchanged. Independent of
the expression of the di-leucine internalization motif, LPS causes a decrease in gp130 expression
in GM-CSF-cultured BMDM. IFN-g, on the other hand, has no relevant effect on gp130 and
IL-6Ra expression on BMDM.

MHCII and CD86 expression on BMDM are independent of the gp130 di-leucine internalization
motif. M-CSF-cultured BMDM are MHCII−CD86−, whereas GM-CSF-cultured BMDM are
composed of a MHCII−CD86− and a MHCII+CD86− population. LPS induces CD86 expression
on GM-CSF-cultured BMDM without relevantly altering MHCII expression. Independent of
the culture conditions, IFN-g induces a MHCII+CD86+ phenotype in BMDM.

It remains unclear why IL-6 signaling in GM-CSF-cultured BMDM is more tightly regulated by
di-leucine-dependent gp130 endocytosis than in M-CSF-cultured BMDM. Also, the mechanism
of differential modulation of gp130 expression on different myeloid cells by LPS is not yet
understood. Further investigations are necessary.
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