Aus der Klinik fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Tom Ludde

Einfluss der interzellularen Kommunikation von Hepatozyten und Makrophagen
auf die Reaktion von Makrophagen gegeniiber Cytomegalieviren

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von

Bjorn Wieland
2024



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

gez.:
Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: Prof. Dr. med. Johannes G. Bode

Zweitgutachterin: PD Dr. med. Julia Reifenberger



Teile dieser Arbeit wurden im Rahmen eines Kongressbeitrags veroffentlicht:

,Impact of intercellular communication between macrophages and hepatocytes on their responses

towards CMV or LPS” B. Wieland, C. Bartels, SD. Wolf, T. Luedde, C. Ehlting, JG. Bode, Z Gastroenterol
2021; 59(01): e52



Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, ob Hepatozyten die Reaktion von
Makrophagen auf eine Stimulation beeinflussen und inwieweit hier Unterschiede zwischen viralen
und bakteriellen Pathogenen bestehen. Hierfiir wurde in einem in vitro System der Einfluss von
Lipopolysaccharid (LPS) und abgetétetem murinem Cytomegalievirus (MCMV) auf monokultivierte
Makrophagen und Makrophagen im Ko-Kultursystem mit primaren Hepatozyten verglichen. Des
Weiteren wurde Uberprift, ob der VLDL Rezeptor der Makrophagen an der interzelluldren
Kommunikation zwischen beiden Zelltypen entscheidend beteiligt ist. Die Analysen erfolgten
mittels eines in der Arbeitsgruppe validierten Ko-Kultur Systems, welches die Untersuchung der
Interaktion mittels I6slicher Faktoren zwischen primaren Hepatozyten und Bone-marrow derived
macrophages (BMDMs) ermdéglicht, eine direkte Zell-Zellinteraktion jedoch nicht. Um eine
mogliche funktionelle Verdnderung der Makrophagen infolge der Ko-Kultivierung zu analysieren
wurden dem System LPS, ein bakterielles Endotoxin bzw. abgetotete Cytomegalieviren zugefiigt.
Dafir wurden mehrere Versuche durchgefiihrt, die zum einen Expressionsunterschiede zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Stimulation verglichen und zum anderen
Expressionsunterschiede nach verschiedenen Kulturzeiten bei gleicher Stimulationsdauer

untersuchten.

Eine Reaktionsdnderung trat zwischen 2-24 Stunden Kulturdauer ein. Im Vergleich zwischen
Mono- und Ko-Kultur reagierten die kokultivierten BMDMs sowohl nach LPS als auch nach CMV
Stimulation mit einer reduzierten Expression von TNFa, IL-6 bei zugleich erhéhter Expression von
IL-10 mRNA. Die Daten legen somit nahe, dass die Prasenz von Hepatozyten die Reaktion von
BMDMs sowohl auf virale wie auch auf bakterielle Pathogene und somit Pathogen-unabhangig
dahingehend beeinflusst, dass die Expression pro-inflammatorischer Zytokine eher supprimiert
wird, wahrend anti-inflammatorische Mechanismen und hierbei insbesondere die Expression von
IL-10 verstarkt wird. Soweit vergleichbar, war jedoch auffillig, dass die Reaktion von BMDM auf
die verschiedenen Pathogene substanziell voneinander differierte, wobei bakterielle Pathogene
wie LPS fiihrend die Expression von TNFa und IL-6 mRNA induzierten, wahrend die Reaktion auf
virale Pathogene durch Expression von insbesondere IL-10, IFNB, iNOS, CXCL9 und CXCL10 mRNA
charakterisiert war. Dabei legen die Untersuchungen an VLDL-Rezeptor defizienten BMDMs nahe,
dass diesem keine entscheidende Rolle fiir den Einfluss von Hepatozyten auf die Reaktion bzw.

den Aktivierungszustand von Makrophagen zukommt.



Abstract

The present study addresses the question of how hepatocytes influence macrophage
differentiation and thus their response in the context of infection. For this purpose, the influence
of lipopolysaccharide (LPS) and murine cytomegalovirus (MCMV) on monocultured macrophages
and macrophages in a co-culture system with primary hepatocytes was compared in an in vitro
system. Furthermore, it was examined whether the VLDL receptor of macrophages is decisively
involved in the intercellular communication between both cell types. The analyses were
performed using a co-culture system validated in the research group, which allows the
investigation of the interaction by means of soluble factors between primary hepatocytes and

bone marrow derived macrophages (BMDM:s).

In order to analyse a possible functional change of the macrophages as a result of co-cultivation,
LPS, a bacterial endotoxin or killed cytomegaloviruses were added to the system. For this purpose,
several experiments were carried out, comparing expression differences at different times after
stimulation on the one hand, and examining expression differences after different culture times

with the same stimulation duration on the other hand.

A change in response occurred between 2-24 hours of culture. In the comparison between mono-
and co-culture, the co-cultured BMDMs reacted with decreased TNFa, IL-6 and increased IL-10
MRNA levels after both LPS and CMV stimulation. Thus, the co-cultured BMDMs showed similar
anti-inflammatory responses to the different stimulants. This results in a pathogen- and virus-

permissive situation due to the influence of the macrophages on the hepatocytes.

In contrast, the basic response of BMDMs to the different stimulants differed greatly. After LPS
stimulation, mono- and co-cultured BMDMs reacted with particularly strongly increased TNFa and
IL-6 mRNA production, whereas after MCMV stimulation BMDMs produced increased IL-10, IFNB,
iNOS, CXCL9 and CXCL10 mRNA.

The experiments with VLDL receptor-depleted BMDMs showed no significant differences from the
wild type in both flow cytometry and mRNA expression measurements. Based on current data, it
can therefore be assumed that the VLDL receptor does not have a decisive influence on

hepatocyte-macrophage communication.
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1 Einleitung

1.1 Die Leber

Die Leber ist das groRte Stoffwechselorgan des menschlichen Koérpers. Zu ihren vielfaltigen
Aufgaben gehoren Prozesse im EiweiR-, Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel. Zusatzlich ist die
Leber Ort der Gallensdurenproduktion und beteiligt sich als exokrine Driise an der effizienten
Fettsdureresorption und der Ausscheidung von Stoffwechselabbauprodukten. Sie dient der
Aufrechterhaltung der Homoostase, produziert den GroRteil der Plasmaproteine und speichert
Eisen sowie Vitamine. Des Weiteren baut die Leber Blutzellen, Ammoniak zu Harnstoff, Hormone,
Medikamente und Alkohol ab. Eine weitere wichtige und oft (ibersehene Funktion stellt ihre
zentrale Bedeutung sowohl in der angeborenen als auch erworbenen Immunabwehr dar. So ist
die Leber Ort der Akutphase-Proteinsynthese und damit elementar wichtiger Bestandteil des
angeborenen Immunsystems. Zusatzlich sind zahlreiche Immunzellen, wie die Makrophagen in
der Leber beheimatet und kénnen durch den langsamen Blutstrom in den Sinusoiden ideal an der

Elimination von Pathogenen aus dem Blut teilnehmen.

Makroskopisch wird das Organ beim Menschen in vier Leberlappen (Lobus dexter, Lobus sinister,
Lobus quadratus und Lobus caudatus) und acht Lebersegmente unterteilt. In der Maus besteht die
Leber aus finf Leberlappen. Anstelle des Lobus quadratus gibt es einen Lobus medialis dexter und
sinister (Salomon, 2008, Bosma et al., 2006). Die Aufteilung in die Leberlappen folgt der
Blutversorgung, die als Besonderheit zu 75-80% aus nahrstoffreichem Blut der Portalvene (V.
portae) und zu 20-25% aus dem sauerstoffreichem Blut der Leberarterie (A. hepatica) erfolgt (R.
Klinke, 2005). Die V. portae fuhrt ndhrstoff- und pathogenreiches Blut aus der V. mesenterica
superior und inferior, die den Magen-Darm-Trakt drainieren sowie Blutabbauprodukte aus der
Milzvene (V. splenica). Diese Stoffe werden in der Leber weiterverarbeitet oder eliminiert. Nach
Balmer fungiert die Leber als ,Firewall”, die den Kérper vor einer Pathogenflut und damit vor

einer generalisierten Entzlindungsreaktion schiitzt (Balmer et al., 2014).

Die Leberlappen sind in Leberldappchen und diese weiter in Leberbalken organisiert. Ein
Leberlappchen besteht aus einer hexagonalen Anordnung der parallellaufenden Strukturen: Ast
der Pfortader, Ast der Leberarterie und Gallengang, auch Glisson-Trias genannt (siehe Abb. 1), die
wiederum das Blut durch die Sinusoide in Richtung der zentral gelegenen V. centralis abgeben.

Die Venae centrales drainieren in die untere Hohlvene.

Das Blut unterliegt auf seinem Weg von der Glisson-Trias zur V. centralis zahlreichen

Stoffwechselvorgangen. Betrachtet man die Organisationseinheit der Leberbalken, erkennt man,
1



dass die Sinusoide durch die Endothelzellen begrenzt werden. Dieses fenestrierte Endothel
beschrénkt die freie Diffusion, sodass groBere Partikel nicht in den Raum zwischen Endothelzellen
und Hepatozyten (Disse-Raum) diffundieren kénnen. Im GefaRsinus sind die Pit-Zellen lokalisiert.
Makrophagen der Leber sind unter homoostatischen Bedingungen auf der luminalen Seite des
Endothels lokalisiert. Eine direkte Zell-Zellkommunikation der Lebermakrophagen findet somit
fliihrend mit den Endothelien statt, wahrend Fortsdtze der Makrophagen auch bis in den Disse-
Raum ragen, der Uber vergleichsweise groRe Fenestrierungen des Endothels auch mit dem Lumen
der Sinusoide direkt verbunden ist und somit eine Kommunikation luminaler Zellen mit
Hepatozyten und auch Sternzellen Uber I6sliche Transmitter zuldsst. Diese anatomischen
Gegebenheiten bilden die Grundlage des Ko-Kultur Systems, welches in dieser Arbeit eingesetzt
wurde, um den Einfluss der Kommunikation zwischen Hepatozyten und Makrophagen auf die
Reaktion auf Uber den Blutstrom die Leber erreichende Pathogene zu untersuchen. Im Disse-
Raum selbst befinden sich die hepatischen Sternzellen, die wiederum einen direkten Zell-Zell

Kontakt mit Hepatozyten und auch den Endothelien aufweisen kénnen.

Die Hepatozyten besitzen eine Polariat. Der basolaterale Pol grenzt an den Disse-Raum und der

apikale/peribilidre Zellpol bildet die Wand der Gallenkapillaren.

Leberbalken mit Sinusoid

Hepatozyt

Sternzelle
Endothelzelle
Kupffer-Zelle

Leberlippchen
im Disse-Raum

Gallenkanalikulus

Glisson sche Trias:

®  Ast der Plortader

@ Ast der Leberarterie
@ Gallengang

Zentralvene

Abb. 1: Organisationseinheit der Leber : Bildquelle der Leberldppchen und Leberbalken mit Sinusoiden: Dissertation
Stephanie Wolf 2015; Bildquelle der Leber: https://pixabay.com/de/illustrations/leber-orgel-anatomie-brown-3332302/
Zugriffsdatum 23.05.23 um 21:38
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1.2 Der Immunologische Stellenwert der Leber

Die Leber ist ein zentrales Organ der Immunabwehr. Sie nimmt wichtige Aufgaben in der
angeborenen und erworbenen Immunitat ein. Die Leber besitzt ein groles immuntolerantes
Potential (Calne et al., 1969), sodass in der Regel das pathogenreiche Blut aus der V. portae nicht
zu einer Inflammation fiihrt. Kommt es jedoch zu einer Durchbrechung dieser Toleranz, kénnen in
der Leber auch stark pro-inflammatorische Prozesse induziert werden, welche sich auf den
gesamten Organismus auswirken, hierzu zadhlt neben der Einleitung der Akut-Phase Reaktion
ebenfalls die Fahigkeit, das erworbenen Immunsystem gezielt zu aktivieren und diese Aktivierung
zu steuern. Wie die Leber auf die entsprechenden Stimuli reagiert, wird fihrend durch die

Interaktion ihrer verschiedenen Zelltypen reguliert und in den folgenden Abschnitten erlautert.

1.2.1 Die Zellen der Leber

Die Funktionsvielfalt der Leber entsteht durch die Wechselwirkung und spezielle raumliche
Anordnung der fiinf flihrenden Zelltypen der Leber. Das Parenchym besteht aus den Hepatozyten,
die anteilig 65% der Zellen und 94% des Zellvolumens ausmachen (Van Bossuyt and Wisse, 1988).
Die vier anderen nichtparenchymalen Zellen sind zu 24,5% Endothelzellen, 7% Makrophagen der

Leber), 3,5% Sternzellen und 0,4% Pit-Zellen (Bouwens et al., 1992).

Die Endothelzellen in den Sinusoiden bilden ein fenestriertes Endothel und trennen den Disse-
Raum vom Blutstrom. Da es jedoch keine Basalmembran gibt, konnen Zellen, Zellauslaufer und
Plasmakomponenten durch die 100 nm - 2 um groRen Liicken im Endothel in den Disse-Raum
gelangen und dort mit den Sternzellen und Hepatozyten interagieren. Die Kupfferzellen sind auf
den Endothelzellen im Lumen der Sinusoide lokalisiert und sind zu groR, um durch die Poren zu
gelangen. Sie konnen via l6sliche Mediatoren mit den Hepatozyten und Sternzellen
kommunizieren. Die Sinusendothelzellen besitzen die Besonderheit, dass sie Antigene ohne ko-
stimulatorisches Signal fiir CD4+ Zellen prasentieren kdnnen, so dass diese zu regulatorischen T-
Zellen differenzieren, welche an der Aufrechterhaltung der Toleranz in der Leber beteiligt sind
(Limmer et al., 2000). Diese Funktion wird durch die direkte Lage am Sinus, der Expression von
Adhéasionsmolekiilen und der Expression sogenannter Todesrezeptoren unterstiitzt. Uber diese
Abldufe sind sinusoidale Endothelzellen auch an der Induktion der Immuntoleranz beteiligt.
Zusatzlich halten sinusoidale Endothelzellen unter physiologischen Bedingungen die hepatischen
Sternzellen in einem inaktivierten Zustand und verhindern somit eine verstarkte Fibrogenese
(Poisson et al.,, 2017). Wobei die genaue Rolle der hepatischen Sternzellen noch nicht
abschlieRend geklart ist, da zunehmend Hinweise bestehen, dass diese mesenchymale
Stammzellen der Leber darstellen, fir die der Dissésche Raum eine Stammzellnische darstellt
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((Kordes et al.,, 2013, Haussinger and Kordes, 2020)). Ein Sachverhalt, der auch mit erklaren
kénnte warum die Leber physiologischer Weise als Standort der Blutbildung in der Fetalphase
fungiert wie auch pathophysiologisch im Zuge von Erkrankungen, die mit einer eingeschrankten

Knochenmarksfunktion einhergehen.

Ebenfalls immunologische Bedeutung haben die Dendritischen Zellen, welche zu den
antigenprasentierenden Zellen des Immunsystems gehéren und damit die Aktivierung von B- und
T-Zellen steuern kénnen. Nach Aufnahme eines Antigens prozessieren die dendritischen Zellen
dieses, wandern zu den sekundaren lymphatischen Organen (Lymphknoten und Milz) und reifen
auf diesem Weg. Die Reifung beinhaltet eine Zunahme der T-Zellstimulationskapazitat durch eine
vermehrte Expression von CD80- und CD86-Rezeptoren (Banchereau and Steinman, 1998). In der
Leber liegen die dendritischen Zellen Giberwiegend in den peripheren Portalvenendsten und nur in
geringer Anzahl im Leberparenchym selbst (Thomson and Knolle, 2010). Hepatische Sternzellen
sind ebenfalls lber parakrine Signale durch die Kommunikation mit den diversen Immunzellen in

ihrer Differenzierung und Aktivierung beeinflussbar (Cai et al., 2020).

Die Hauptzellen der Leber, die Hepatozyten (HC) besitzen neben ihren metabolischen Aufgaben
auch immunregulatorische Funktionen. Dazu zadhlt die fiihrende Synthese von Akute-Phase-
Proteinen, wie das C-Reaktive Protein (CRP) (Tillett and Francis, 1930), Komplementfaktoren oder
das mannose binding lectin, infolge von Infektionen, Stress oder Traumata. Die grolRe Gruppe der
Akut-Phase Proteine weist sehr diverse Funktionen auf, wie z.B. die Opsonierung von Antigenen,
die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und pro- oder anti-inflammatorischer Zytokine. Akut-
Phase Proteine sind an der Regulation der Eisenhomdstase beteiligt und konnen die Aktivierung
neutrophiler Granulozyten hemmen. Ziel der Akut-Phase Reaktion ist neben der Eliminierung von
Pathogenen auch die Reduktion der Gewebsschadigung durch die Aktivierung von

Reparationsprozessen (Bode et al., 2012a, Gabay and Kushner, 1999, Ehlting et al., 2021).

Die Hepatozyten selbst konnen Antigene prasentieren. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen konnten zeigen, dass es Uber MHC-I (Major histocompatibility Complex) und
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) Rezeptoren zu einer Interaktion zwischen naiven T-
Zellen und Hepatozyten kommt (Warren et al., 2006). Da in der Regel die Ko-Stimulation tber
MHC-II oder CD86- Rezeptoren fehlt, sind die naiven T-Zellen jedoch nicht Gberlebensfahig und es
wird eine Immuntoleranz induziert (Bertolino et al., 1998). Kommt es unter einer Inflammation zu
einer Hochregulation der MHC-Il Rezeptoren fiihrt dies hingegen zu einer T-Zell Aktivierung
(Herkel et al., 2003).

Weitere Mechanismen, liber die die Hepatozyten die Immuntoleranz der Leber unterstiitzen, sind



die B7-H1- Rezeptor- Expression (Wahl et al., 2008), die Expression von Autoantigenen (Lith et al.,
2008) und die natdrlichen Killer-T-Zellen (NKT) Ko-Aktivierung (Wahl et al., 2007).

Eine weitere wichtige Zellgruppe der Leber sind die Kupffer Zellen (KC). Kupffer Zellen sind die
gewebsstandigen Makrophagen der Leber. Sie erneuern sich aus einem eigenen Stammzellpool,
der sich urspriinglich aus dem Dotter Sack und der fetalen Leber absiedelte und besetzen die
sogenannte Stammzellnische (Epelman et al., 2014). Kommt es zum Absterben der Kupffer Zellen
und somit zu freiem Platz in der Stammzellnische, kdnnen aus dem Blutstrom migrierte und durch
das Mikroenvironment polarisierte Monozyten die Kupffer Zellen funktional ersetzen. Dies geht so
weit, dass die migrierten Monozyten eine eigene Regenerations- und Replikationsfahigkeit
annehmen (Scott et al., 2016). Die Kupffer Zellen machen mit 80-90% den groRten Anteil aller
gewebsstiandigen Makrophagen im menschlichen Kérper aus (Ishibashi et al., 2009). In der Leber
kommen die Kupffer Zellen mit dem pathogenreichen Blut aus dem Darm in Beriihrung. Durch
ihre vorteilhafte Lage auf den Endothelzellen, also in den Sinusoiden, konnen Sie aus dem dort
langsam flieBenden Blut unter anderem Pathogene und Endotoxine aus dem Darm und
Blutabbauprodukte aus der Milz eliminieren. Ein Mechanismus, der dafir hauptsachlich
mitverantwortlich ist, sind die sogenannte Pattern-Recognition Receptors (PRRs). Diese binden
pathogen-spezifische Antigene, auch pathogen associated molecular patterns (PAMPs) genannt
und kdnnen bei ausreichender Stimulation zur Induktion einer Immunantwort des angeborenen
Immunsystems fiihren. PRRs kdnnen membrangebundene, |6sliche oder zytoplasmatische
Rezeptoren sein. PAMPs sind Uberlebenswichtige Strukturen der Pathogene. Die Immunantwort

ist abhdngig von den aktivierten PRRs.

Zu den PRRs gehoren Oberflachenrezeptoren wie ein GroRteil der Toll-like Rezeptoren (TLR), die
Uber NFkB die Expression von pro-inflammatorische Transkriptionssignale induzieren. Scavenger
oder C-Typ Lektin Rezeptoren gehoren ebenfalls zu den PRR und sind relevant fiir die
Phagozytose, wodurch das Pathogen aus der Zellumgebung entfernt und in der Zelle in seine
Einzelteile abgebaut wird. Losliche Rezeptoren wie das Mannose-bindende Lektin erleichtern

dabei die Phagozytose durch die Opsonierung der Pathogene.

Unter physiologischen Bedingungen erreichen wenige Pathogene die Leber und die Kupffer-Zellen
reagieren immuntolerant (You et al., 2008, Knolle et al., 1995). Kupffer Zellen besitzen eine hohe
Phagozytose Leistung und eliminieren damit einen GroRteil der aus dem Darm kommenden
Pathogene, ohne eine Immunreaktion zu induzieren. Sie kdnnen ebenfalls, wie Dendritische Zellen
Pathogenbestandteile via MHC-Il Rezeptoren fiir Thl Zellen prasentieren, jedoch haben die
Kupffer Zellen eine signifikant niedrigere MHC-II, B7-1, B7-2 und CD40 Rezeptordichte und sind

somit weniger potente antigenprasentierende Zellen (APC) (You et al.,, 2008). Damit tragen sie
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unter physiologischen Bedingungen maligeblich zur Aufrechterhaltung der Immuntoleranz der
Leber bei. Ebenfalls kénnen Kupffer Zellen grofe Mengen an IL-10 ausschitten und somit

entziindliche Reaktionen unterdriicken (Knolle et al., 1995).

Sollte es jedoch zu einer Durchbrechung der Toleranz kommen, beteiligen Kupffer Zellen sich
wiederum an der Generierung von entziindlichen Prozessen und tragen somit zur Induktion von
Gewebeschaden bei. Sie kdnnen T-Zellen und im Rahmen der Akutphase Reaktion lber die
Sekretion von unter anderem IL-1, IL-6-Typ Zytokinen und TNFa die Akut-Phase Protein Synthese
der Hepatozyten aktivieren. Des Weiteren schiitten sie Chemokine aus, die Granulozyten und

Makrophagen an den Ort der Entziindung locken.

Uber eine Freisetzung von IL-12 wird die Aktivitat natiirlicher Killerzellen gesteigert. Durch die
vermehrte Produktion von TNFa, proteolytischen Enzymen und Radikalen kommt es, Uber die
Bekampfung des Pathogens hinaus, zu einem kollateralen Gewebeschaden, den es

schnellstmoglich zu begrenzen gilt.

Diese Aufgabe tUbernimmt das wahrend der Inflammation freigesetzte Typ I-Interferon, welches
autokrin die IL-10 Expression erhoht. IL-10 wirkt anti-inflammatorisch durch die Hemmung der
Synthese pro-inflammatorischer Zytokine (Bode et al., 2012b). Die Ruckfihrung in den
immuntoleranten Zustand verdeutlicht die aulRerordentliche Plastizitdt der Kupffer Zellen bzw.

Makrophagen.

1.3 Makrophagen

Elie Metchnikoff erhielt 1908 fir seine systematische Beschreibung der Makrophagen und seiner
Phagozytose-Theorie den Nobelpreis. Die bereits unter 1.2 beschriebenen Kupffer Zellen bilden
den groRten Pool gewebestdndiger Makrophagen im Korper. Makrophagen konnen bereits
wahrend der Embryogenese in die entsprechenden Gewebe wie Leber, Herz, Milz, Muskel etc.
einwandern und hier jeweils ortsstandig proliferieren oder, wie es aktuell noch diskutiert wird,
durch Monozyten ersetzt werden, die aus dem Blut rekrutiert werden und im Gewebe unter dem

Einfluss des spezifischen Mikromilieus in gewebsstandige Makrophagen differenzieren.

Ursprung der zirkulierenden Monozyten sind Knochenmarkszellen, die sich Gber diverse Vorstufen
zu Monozyten entwickeln. Im Gegensatz zu den ortsgebunden Makrophagen, werden die
Monozyten nach Bedarf in das jeweilige Gewebe rekrutiert und erfassen im Zuge ihrer
Transformation in Makrophagen Uber eine Vielzahl von Rezeptoren und mittels Phagozytose die

Zusammensetzung des sie umgebenden Mikromilieus. Aufgrund der auBerordentlichen Plastizitat
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dieser Zellen reagieren sie entsprechend der Signale des sie umgebenden Mikromilieus, um sich
z.B. an der Beseitigung von Erregern zu beteiligen oder um das Gewebe vor weiterem Schaden zu
schiitzen und Reparaturmechanismen zu unterstiitzen. Neben ihrer Rolle in der angeborenen
Immunregulation kdnnen Makrophagen phagozytierte Antigene den T- und B-Zellen prdsentieren

und somit eine Briicke zur erworbenen Immunitat bilden.

Abhangig von ihren Umgebungssignalen reagieren Makrophagen verschieden. Nach der neusten
Forschungslage haben die Makrophagen vielfiltige Differenzierungszustande, die flieRend
ineinander Gbergehen (Mosser and Edwards, 2008).
In der urspriinglichen Unterteilung wurden diese Vvielfaltigen Differenzierungszustande
vereinfacht angelehnt an die Thl und Th2-Helferzellen-Nomenklatur in entweder klassisch M1
oder alternativ M2 aktivierte Makrophagen unterteilt (Mills et al., 2000, Stein et al., 1992). Die
unter dem Einfluss von IFN-y, TNF-a oder LPS differenzierten Makrophagen werden als M1 oder
klassisch aktivierte Makrophagen bezeichnet und sezernieren pro-inflammatorische Zytokine wie
z.B. TNFaq, IL-6, IL-12, IL-23 und IL-1B oder Chemokine wie CXCL9 oder CXCL10 (Mantovani et al.,
2002, Sica et al, 2015). Zusatzlich produzieren M1 Makrophagen Sauerstoff- und
Stickstoffradikale, die antibakteriell wirken und haben eine erhohte Phagozytoseleistung.
Insgesamt wird durch diese Effekte die Immunabwehr aktiviert und gestarkt (Mosser and

Edwards, 2008).

Unter dem Einfluss von Signalen, die bei der Gewebsverletzung freigesetzt werden, z.B. IL-4
und/oder IL-13, differenzieren Makrophagen zu M2 polarisierten Makrophagen. Die M2
Makrophagen nennt man auch die Regulatorischen-, Wundheilungs- und anti-inflammatorischen
Makrophagen. Sie schiitten anti-inflammatorisch wirksame Zytokine wie z.B. IL-10 und Chemokine
wie CCL17, CCL22 und CCL24 aus (Mantovani et al., 2002, Sica et al., 2015) und Ubernehmen
Aufgaben in der Wundheilung und Homdosthase. Die Einteilung in M1 und M2 Makrophagen ist

jedoch unzureichend, um die komplexe Realitdat der Makrophagenpolarisierung widerzuspiegeln.

Im Consentpaper der Arbeitsgruppe um Murray (Murray et al.,, 2014) wurde deshalb eine
einheitliche, genauere Bezeichnung der Aktivierungszustande der Makrophagen vorgeschlagen,
um die bis dato wachsende Verwirrung um deren korrekte Bezeichnung und eine Vergleichbarkeit
der Daten zu gewadhrleisten. Diese Nomenklatur orientiert sich an den Wachstums-
/Differenzierungsfaktoren, der Zellherkunft sowie dem Stimulator (Murray et al.,, 2014). Die
Makrophagen der vorliegenden Arbeit werden dem entsprechend als Bone-marrow derived
macrophages M-CSF differentiated and (LPS) stimulated oder (inactivated CMV) stimulated

bezeichnet.



1.4 Interzellulire Kommunikation zwischen Makrophagen und Hepatozyten

Die Hepatozyten-Makrophagen-Kommunikation ist seit langem Bestandteil intensiver Forschung.
West et. al erkannten, dass die Proteinsynthese der Hepatozyten abhangig von der Hepatozyten-
Makrophagen Kommunikation ist (West et al., 1986). Aus diesem Grund fiihrten Sie Mitte der
achtziger Jahre diverse in vitro Ko-Kultur Experimente mit Makrophagen und Hepatozyten durch
(West et al., 1985). Sie wiesen nach, dass infolge der direkten Ko-Kultivierung beider Zelltypen der
Leucineinbau der Hepatozyten nach Stimulation mit LPS reduziert wurde. Eine Veranderung der
Hepatozytenreaktion allein auf eine Lipopolysaccharidstimulation wurde nicht nachgewiesen
(West et al., 1985). Effekte der Ko-Kultivierung auf die Proteinsynthese konnten durch die Gabe
von Glucocorticoiden aufgehoben werden (Keller et al., 1986). AnschlieBende Experimente mit
Uberstidnden legten die Vermutung nahe, dass die Kommunikation auf l8slichen hitzestabilen

Mediatoren der Makrophagen basiert (Keller et al., 1985).

In einer neuen Versuchsanordnung untersuchten Hoebe et al. (2001) den Unterschied zwischen
einer Hepatozyten-Makrophagen Ko-Kultur mit direktem Zell-Zell-Kontakt und einer Trennung der
Zellen (iber eine semipermeable Membran. Der direkte Zell-Zell Kontakt in der Ko-Kultur flihrte zu
einer stark erhohten TNFa- und IL-6 Produktion, wahrend die Ko-Kultur getrennt durch die
semipermeable Membran ungefahr gleich viele Zytokine produzierte, wie die Kupffer Zellen allein.
Im Gegensatz dazu war eine Kokultivierung der Hepatozyten mit Kupffer Zellen (ber die
semipermeable Membran ausreichend, um eine Abnahme der Biotransformationskapazitat der
Hepatozyten zu erreichen (Hoebe et al., 2001).
Die Ko-Kulturen mit direkten Zell-Zell Kontakt reagieren starker pro-inflammatorisch und wirken
damit schadigend auf die Hepatozyten (Hoebe et al, 2001, Wu et al, 2006).
Im Vergleich dazu konnte eine hepatoprotektive Kultivierungsform durch die Verwendung
sogenannter Transwells etabliert werden (Petrasek et al., 2011). Durch die Nutzung dieser Ko-
Kultureinsatze ist kein direkter Zell-Zell Kontakt moéglich, jedoch eine Kommunikation tber |6sliche
Mediatoren, welches der Anatomie der Leber, mit der Trennung der Kupffer Zellen von den

Hepatozyten durch die Endothelzellen am nachsten kommt.

Untersuchungen der Arbeitsgruppe legen nahe, dass unter Verwendung eines Transwell Systems
Hepatozyten den Aktivierungszustand kultivierter Makrophagen auf spezifische Weise
beeinflussen. Dieser definiert sich durch die erhéhte Expression von CD163, CD206, Grl, CD11c,
MHCII und TLR4 aber auch von iNOS und Argl. Zusatzlich reagieren die kokultivierten Zellen mit
einer verstarkten Expression anti-inflammatorischer Zytokine (IL-10 und IFNB) und einer
verminderten Expression pro-inflammatorischer Zytokinexpression (IL-6, 1L-12 und TNFa) infolge

der Stimulation mit LPS (Wolf, 2015).



1.4.1 VLDL Rezeptor-abhidngige Hepatozyten-Makrophagen Interaktion

Makrophagen sind Fresszellen, die durch Phagozytose sterbender Zellen unter anderem Fett
aufnehmen und weiterverarbeiten. Betrachtet man die Fate-mapping Ergebnisse der
Arbeitsgruppe um Charlotte L. Scott, sind Kupffer Zellen auf die Interaktion mit Fetten spezialisiert
(Remmerie and Scott, 2018).
Makrophagen nehmen LDL, VLDL, und Lipoproteine sowohl liber Rezeptor-abhdngige als auch
Rezeptor-unabhdngige Mechanismen in die Zelle auf. Einer dieser Rezeptoren ist der Very Low
Density Lipoprotein Receptor (VLDL-Rezeptor). Dieser wird ebenfalls in den Makrophagen
exprimiert und dient als Lipoprotein-Rest Rezeptor. In Versuchen konnte gezeigt werden, dass
Apolipoprotein E (ApoE) anti-inflammatorisch auf Makrophagen wirkt und eine M2-3dhnliche
Polarisierung auslést (May et al., 2013). Rezeptor Knock-Out Versuche ergaben, dass ein Teil
dieser Wirkung VLDL-Rezeptor und ApoE2 Rezeptor abhangig ist (Baitsch et al., 2011). Ob der
VLDL Rezeptor auch in der Hepatozyten-Makrophagen-Kommunikation eine entscheidende Rolle

spielt, wurde bisher nicht liberprift.

1.5 Einfluss von Pathogenen auf Makrophagen

1.5.1 Bakterien

Bakterien gehdren zu den Prokaryoten, einer Gruppe von Lebewesen, deren Zellaufbau ohne
Zellkerne auskommt. In ihnen liegt die DNA frei im Zytosol vor. Es gibt eine Vielzahl an Bakterien,
die uns alltaglich umgeben und mit denen der menschliche Kérper in Kontakt kommt. Bakterien
kénnen nach dem Vorhandensein einer Mureinhiille in gramnegativ und grampositiv
unterschieden werden. Dabei bezieht sich Gram auf die Farbung der Mureinhiille, einer
Peptidoglykanschicht. Die Zellwand der gramnegativen Bakterien ist unter anderem aus

Lipopolysachariden (LPS) zusammengesetzt, welche durch diese Farbung unbeeinflusst bleibt.

Lipopolysaccharide bestehen aus einem Lipid- und einem Zuckerteil. Im Detail enthalten sie Lipid
A, eine Kernregion und variable Polysaccharidketten. Das Lipid A ist in der duReren Membran
verankert und  wirkt (Uber die Bindung an den TLR4 als Endotoxin.
Fiir die Entdeckung der Toll like-Rezeptoren auf der Drosophila melanogaster Fliege und der
Entdeckung, dass LPS via TLR 4 eine Entziindungsreaktion vermittelt (Poltorak et al., 1998,
Poltorak et al., 2000, Lemaitre et al., 1996), erhielten Bruce Beutler und Jules Hoffman 2011 den

Nobelpreis.



Heute weill man, dass das LPS-bindende Protein (LBP) an LPS Aggregate oder ganze Bakterien
bindet und LPS-Monomere durch das extrazelluldre Protein CD14 (Schumann, 2011) extrahiert.
CD14 Ubertragt das LPS auf TLR4 und seinen assoziierten Faktor MD-2 (Gioannini et al., 2004). Die
LPS-Bindung fordert die TLR4/MD-2-Dimerisierung, was einen notwendigen Schritt fur die

Signalweiterleitung darstellt. CD14 vermittelt zusatzlich die Endozytose der TLR4-Dimere.

Nach Bindung an den TLR4 Rezeptor konnen zwei Signalkaskaden aktiviert werden. Wird die
MYD88-abhidngige Singalkaskade aktiviert, folgt eine Zusammenstellung des Supramolekularen
Organisationszentrum (SMOC) auch ,,Myddosome“ genannt (Bonham et al., 2014, Lin et al., 2010,
Motshwene et al., 2009). Das SMOC besteht mindestens aus den Adapterproteinen MyD88, TIRAP
und Serin/Threoninkinasen aus der IRAK Familie. Uber diesen Komplex aktivieren die TLR4 Signale
NF-kB und AP-1. Hierauf folgt die Expression Uberwiegend proinflammatorischer Gene. In der
zweiten Signalkaskade fiihrt die Internalisierung von TLR4 ins Endosom zu einer Interferon
regulatory factor 3 (IRF3) abhédngigen Typ-l Interferon Produktion (Fitzgerald et al., 2003,
Yamamoto et al.,, 2003). Dieser MYD88-unabhdngige Weg aktiviert das Adapterprotein TRIF-
related adaptor molecule (TRAM) welches (iber TRAF3 die IRF3, IRF7 und NF-kB aktiviert, wodurch

ebenfalls Typ-I Interferone produziert werden (Jiménez-Dalmaroni et al., 2016)

Alleine anhand des Beispiels fiir LPS wird deutlich, welches komplexe Netzwerk von
Signalkaskaden in Immunzellen und hier insbesondere in den Antigenpradsentierenden Zellen
induziert werden kann. Dabei handelt es sich hier um ein isoliertes Signal, wahrend im
Organismus stdandig eine Vielzahl von verschiedenen Liganden (ber diverse Rezeptoren ganz
verschiedene Signalkaskaden aktivieren oder inhibieren. All diese Informationen werden von den
Zellen integriert und insbesondere die Makrophagen kénnen sich dabei in ihrer Reaktion dem sie

umgebenden Milieu anpassen.

1.5.2 Viren

Viren sind infektiose biologische Einheiten. Sie besitzen keine eigene Zellstruktur und kdnnen
ohne eine geeignete Wirtszelle nicht wachsen oder sich fortpflanzen. Ihr Aufbau besteht aus der
DNA- oder RNA-Saure, welche durch einen Proteinmantel, dem Kapsid, umschlossen ist. Dieser als
Nukleokapsid bezeichneter Komplex wird bei komplexeren Viren zusatzlich durch eine Hille aus
Lipoproteinen und Polysacchariden umschlossen. Gegen diese Hillbestandteile kdnnen bei der
Wirtszelle Antikorper gebildet werden. Jedoch sind einige Viren durch eine stetige Ko-Evolution
perfekt an ihren Wirt angepasst. Zu diesen Viren gehort auch die Gattung der Humanen Herpes
Viren, die aufgrund ihrer meist harmlosen Infektionsverldufen und hohen Ubertragbarkeit sehr

hohe Durchseuchungsraten und damit Uberlebensraten erreicht haben. Im Speziellen besteht das
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Cytomegalievirus (CMV) aus einer Doppelstrang-DNA (230 Kilobasen (kb)), einem aus
verschiedenen Kapsomeren aufgebauten ikosaedrischen Kapsid und zusatzlich einer Virushiille
bestehend aus sechs Glykoproteinen. Es gehort zu der Familie der humanen Herpesviren
(Humanes Herpesvirus 5) (Rawlinson et al., 1996). Die humane CMV (HCMV) Infektion verlauft bei
immunkompetenten Personen asymptomatisch oder mit leichten Symptomen (adhnlich einer
Mononukleose) und geht anschlieRend in eine latente Infektion tGber (Crough and Khanna, 2009).
Bei immundefizienten Patienten, z.B. nach Transplantation, bei HIV-Erkrankung oder postnataler
Infektion kann es zu einer generalisierten, lebensbedrohlichen Infektion kommen (Gesundheit,
2018). Das Cytomegalievirus ist weltweit verbreitet mit einer Seropravalenz von 45 bis > 90%
unter Frauen im gebarfahigen Alter (Cannon et al., 2010).
Durch die Koevolution des CMV und seinem Wirt hat das Virus diverse Strategien erworben, um
einer Immunantwort zu entgehen. Es existieren Spezies-abhangige Formen des Cytomegalievirus.
murines CMV (mausspezifisches CMV, MCMV) und humanes CMV (HCMV) teilen 45% ihres
Genpools (Rawlinson et al., 1996), deshalb bestehen Ahnlichkeiten in der Immunmodulation des
Virus (Baasch et al., 2020) . Die am besten erforschten Prozesse einer Immunevasion bestehen
Uberwiegend aus Eingriffen in die adaptive Immunitat. Die T-Zell-Aktivierung und -Rekrutierung
wird Uber diverse Strategien abgeschwacht. Dazu gehéren die verminderte Expression von Major
Histocompatibility Complex (MHC) Molekilen (del Val et al.,, 1992, Hengel et al.,, 1996), bei
gleichzeitiger Nachahmung und Prasentation von MHC | Mimikry, um eine NK Zell Aktivierung zu
umgehen (Reyburn et al., 1997). Ebenfalls kodieren HCMV und MCMV Proteine, die die
Aktivierung von NK Zellen hemmen, indem sie zelluldre Liganden fir den aktivierenden NK-
Zellrezeptor NKG2D herunterregulieren (Hasan et al., 2005, Krmpotic et al., 2005). Zusatzlich 16st
CMV eine gezielte Expression von bestimmten wirtsahnlichen Epitopen und die Nachahmung anti-
inflammatorischer Interleukine und Chemokine aus (Manandhar et al., 2019). Das Virus
Ubernimmt nach Infektion in der immediate-early phase die Proteinproduktion und greift dadurch
in relevante Regelkreislaufe des Immunsystems der Zelle ein. So wird die Expression einiger
Chemokine wie RANTES, MIP-1a und IL-9 durch die NF-kB Inhibierung gehemmt, was wiederum
zu einer verminderten Expression von Interferon-p fiihrt. Interferon- wirkt anti-viral, indem es
die benachbarten Zellen vor einer Infektion schiitzt. Dariiber hinaus wird durch die Senkung des
Jak-Kinase-Levels die IFNy modulierte MHC Il Expression gesenkt. (Vandevenne et al., 2010, Miller
et al., 2002).
Ebenfalls findet eine, von der Virusinfektion unabhangige Reaktion statt. Hierfiir sind die auf der
Virusoberflache befindlichen Hillproteine des CMV, im speziellen die envelope glycoproteins B
und H (gB und gH) verantwortlich. Diese PAMPs kénnen durch den TLR 2 mit CD14 erkannt

werden und leiten eine antivirale Antwort unabhdngig von einer Infektion der Wirtszelle ein. Im
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Detail kommt Uber eine Aktivierung des NF-kB Signalweges zur Produktion proinflammatorischer
Zytokine und Interferone (Compton et al., 2003, Boehme et al., 2004). Nach Phagozytose wird das
Virus (ber den endosomalen TLR-9-Rezeptor erkannt. TLR-9 aktiviert Gber Myd88 NF-kB und
aktiviert damit ebenfalls die Produktion proinflammatorischer Zytokine. Weiterhin wird IRF7
phosphoryliert, wodurch nach Dimerisierung vermehrt IFN Typ | produziert wird. Interferone (IFN)
Typ | wirken antiviral und schitzen vor Infektion benachbarter Zellen. Diesen
Abwehrmechanismus kann das vitale MCMV und HCMV hemmen (Le et al., 2008a).
Weitere Rezeptoren sind im Zytosol zu finden. Ein Beispiel hierflir ist das DNA-dependent
activator of interferon regulatory factors/Z-DNA binding protein 1 (DAI/ZBP1) und der dsDNA
absent in melanoma 2 (AIM2) Rezeptor. Hierliber wird zum einen eine Nekrose ausgelost, welche
durch HCMV inhibiert werden kann (Upton et al., 2010) und zum anderen wird die Produktion von
IL-1B aktiviert (Vandevenne et al., 2010). Die IL-1B Produktionsaktivierung konnte nur bei UV-
inaktivierten HCMV nachgewiesen werden. Ein lebendes HCMV scheint dies zu inhibieren (Botto
et al., 2019). Ein UV-inaktiviertes Cytomegalievirus wurde durch die UV-Bestrahlung in seiner
raumlichen und funktionalen Struktur zerstért und kann somit keine Wirtszelle infizieren, jedoch

durch Erkennung an Oberflachenrezeptoren oder durch Endozytose Signalwege aktivieren.

Weiterhin wirkt das HCMV auch direkt im Nucleus auf die Genexpression und inhibiert z.B. die
IFNB Produktion (Vandevenne et al.,, 2010). Zusammenfassend wirkt vitales HCMV einer
Immunantwort entgegen und versucht somit ein fur sich permissives Milieu zu schaffen. Ein Teil
dieser immunregulativen Wirkung wird bereits durch UV-inaktivierte Viren ausgelost, d.h. eine
Infektion der Zelle ist nicht erforderlich. Allerdings reagieren die mit abgetotetem Virus
stimulierten Zellen starker anti-viral als die infizierten Zellen, was die Relevanz der oben
beschriebenen immunescape mechanisms unterstreicht (Ehlting et al., 2016, Doring et al., 2014).
Wie sich die interzellulare Kommunikation zwischen Hepatozyten und Makrophagen auf die anti-

virale Antwort der Makrophagen auswirkt, ist bislang nur unzureichend verstanden.

1.6 2Zytokine und Chemokine

1.6.1 Tumornekrosefaktor alpha (TNF o)

TNF a ist ein Zytokin, welches als wichtigste Funktion die Aktivitat verschiedener Immunzellen
reguliert. So kann TNF a die Apoptose, Zelldifferenzierung und Ausschittung anderer Zytokine
anregen(Beutler and Cerami, 1987) (Zelova and Hosek, 2013). Ebenfalls wirkt TNFa antiviral durch
eine selektive Eliminierung infizierter Zellen (Wong and Goeddel, 1986, Pavi¢ et al., 1993).
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass TNFa in der latenten Phase synergistisch und in

Kombination mit IFNy die Immunevasion des Cytomegalievirus schwacht (Lucin et al.,, 1994,
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Hengel et al., 1995). TNF a wird in hohem MaRe von Makrophagen ausgeschiittet und im Rahmen

dieser Arbeit vereinfacht als pro-inflammatorisches und antivirales Zytokin gewertet.

1.6.2 Interleukin 6 (IL-6):

Interleukine sind Botenstoffe des Immunsystems. Interleukin 6 besitzt vielfaltige Funktionen. Es
werden IL-6 neben der proinflammatorischen Wirkung z.B. iber die vermehrte Synthese der Akut-
Phase-Proteine in der Leber (Gauldie et al., 1987) und der Beeinflussung des Immunsystems
(Wolvekamp and Marquet, 1990) auch homoostatische Effekte zugeschrieben. Dementsprechend

kann man Interleukin 6 nicht auf eine Funktion begrenzt betrachten.

1.6.3 Interleukin 10 (IL-10):

Interleukin 10 wird als anti-inflammatorisches Zytokin angesehen. Es hemmt Uberschielende
Immunreaktionen z.B. durch Hemmung von TNFa, Interleukin 1 und Interleukin 6 Produktion
(Knolle et al., 1995, Tang-Feldman et al., 2011) und kann die Differenzierung und Aktivitat von T-
Zellen beeinflussen. Im Rahmen von Interleukin 10 Knock-Out Versuchen konnte gezeigt werden,
dass bei IL-10 defiziente Mause eine hohere Krankheitslast, bei gleichzeitig verminderter
Virusreplikation bestand (Oakley et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wird IL-10 als

antiinflammatorisches und provirales Zytokin gewertet.

1.6.4 |Interferon B (IF-B):

Interferon B ist ein Zytokin, welche eine Reihe von Wirkungen besitzt. Fir diese Arbeit von
besonderem Interesse ist die Induktion eines viralen Schutzes von benachbarten, noch nicht
infizierten Zellen sowie die Aktivierung einer antiviralen Immunantwort iber den JAK/STAT
Signalweg (Miller et al., 2002). Ebenfalls wird Interferon B im Gegensatz zu Interferon y eher
antiinflammatorische Effekte zugeschrieben. In dieser Arbeit ist vor allem diese antivirale Aktivitat

von Bedeutung (Gresser, 1990, Boehme et al., 2004).

1.6.5 Induzierte Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS):

Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) nutzt der Makrophage, um Stickstoffmonoxid (NO) zu
produzieren. Mit dem in groBen Mengen toxischen NO kann der Makrophage direkt Bakterien
und Zellen abt6ten. Ebenfalls hat die iNOS eine antivirale Eigenschaft in der akuten
Infektionsphase des Cytomegalievirus. So verstarben iNOS Knock Out Mause friher und es
wurden erhohte CMV Titer in den Organen gemessen. (Tanaka and Noda, 2001).

Dementsprechend wird die iNOS als pro-inflammatorischer und antiviraler Marker gewertet.

1.6.6 Arginase 1 (Argl):

Die Arginase 1 ist ein Enzym, welche mit der iNOS um das Arginin konkurriert. Die Zellen nutzen

Sie als Gegenspieler zur iNOS und exprimieren die Arginase zur verminderten Wirkung der iNOS

13



(Bansal and Ochoa, 2003). Dem Enzym Arginase werden damit eher gewebeprotektive und
reperaturmechanismen auslosende Effekte zugeschrieben. Ebenfalls soll durch die verminderte
Argininverfligbarkeit die T-Zellantwort herabreguliert werden (Munder, 2009). Dementsprechend
wird die Arginase in dieser Arbeit als antiinflammatorisches und gewebeprotektives Zytokin
gewertet. Jedoch ergaben neuere Arbeiten, dass ein Zusammenhang mit einer Arginase
Uberexpression und kardiovaskuldren sowie neuronalen Erkrankungen existiert (Caldwell et al.,

2018)., die am ehesten durch die reduzierte NO Synthese erklart werden kdnnen.

1.6.7 CXCL9:

CXCL9 ist ein Chemokin. Es wird von Makrophagen nach Stimulation mit IFN y verstarkt
ausgeschittet und bindet an den CXCR3 Rezeptor. Dieser Komplex bindet Lymphozyten und
vermehrt dadurch die Anzahl von Immunzellen in dem entziindeten Gewebe. Hierdurch nimmt

CXCL9 entscheidenden Anteil an der Entziindungsreaktion vor Ort (Groom and Luster, 2011).

1.6.8 CXCL10:

CXCL10 ist ebenfalls ein Chemokin, welches nach INF y Aktivierung ausgeschiittet wird. Es bindet
gleichsam CXCL9 an den CXCR3 Rezeptor. Damit fihrt eine vermehrte CXCL10 Ausschittung
ebenfalls zu einer erhéhten Anzahl von Immunzellen im entziindeten Gewebe und wirkt damit

priméar entziindungsférdernd (Liu et al., 2011).

1.7 Ziel der Arbeit

Ausgehend von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, die belegen, dass Hepatozyten die Funktion von
Makrophagen beeinflussen, war die Untersuchung des Einflusses von Hepatozyten auf die
Reaktion von Makrophagen auf Stimulation mit viralen Pathogenen Ziel der Arbeit. Dies sollte im
Vergleich zur Reaktion auf Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS), einer Komponente der Wand
gram-negativer Bakterien, untersucht werden. Hierfiir wurde ein in der Arbeitsgruppe etabliertes
Ko-Kultur System verwendet, in welchem hoch-aufgereinigte Hepatozyten und aus Knochenmark
generierte Makrophagen durch eine Membran getrennt ko-kultiviert werden, die eine
Kommunikation Uber l6sliche Mediatoren zuldsst, jedoch nicht liber Zell-Zellkontakte. Um den
Einfluss der Hepatozyten auf die Reaktion der Makrophagen auf virale Pathogene zu analysieren

wurden die Zellen mit abgetoteten murinen Cytomegalieviren in Kontakt gebracht.

Ergdnzend sollte der Einfluss von Hepatozyten auf den Aktivierungszustand von Makrophagen
Uberprift werden und inwieweit die Dauer der Ko-Kultur hierauf Einfluss hat. Darliber hinaus

sollte unter Verwendung von aus VLDL Rezeptor defizienten Tieren isolierten Hepatozyten und
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Makrophagen eine moégliche Relevanz des VLDL-Rezeptors fiir den Einfluss von Hepatozyten auf

die Funktion von Makrophagen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere
-C57BL/6J Wildtyp-Mause, mannlich 8-12 Wochen (Janvier Labs, Le Genest St. Isle,

Frankreich)

-B6;129S7-VIdIrtmHer  Deletion des Very low density lipoprotein (VIdl) Rezeptors, mannlich, 8-12
Wochen (zur Verfligung gestellt von Prof. Hans Bock, Universitatsklinikum

Disseldorf)

Die Versuchstiere wurden in der zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben
(ZETT) der Universitat Dusseldorf unter spezifisch-pathogen freien Bedingungen (SPF) gehalten
und geziichtet. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter. Die
Haltungsbedingungen der Tiere bestanden aus einem 12h Tag-Nacht Zyklus, einer Temperatur
von 22°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50%. Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden
durch das Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV)
unter den Aktenzeichen 81-02.04.2017.A406 und 84-02.04.2016.A462 genehmigt und

entsprechend des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

2.1.2 Zellpraparation:

2.1.2.1 Leberzellpréiparation

Abbocath Venisystems Hospira, Miinchen, Dtld.
Ketavet 100 mg/ml Pfizer, New York, USA

Rompun 2% Bayer Healthcare, Leverkusen, Dtld.
Kollagenase CLS2 Biochrom, Berlin, Dtld.

Zellsieb (70gm) BD Falcon ™, Heidelberg, Dtld.
autoMACS Rinsing Soltution Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dtld.
OctoMACS Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dtld.
CD11b MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dtld.
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Large Cell Separationssaulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dtld.

Trypanblau Sigma-Aldrich, Darmstadt, Dtld.

HANKS-Puffer: NaCl 8¢g
KCL 048
Hepes 3,57g
Na;HPO4x 2H,0 0,06 g
KH,PO4 0,06 g
Ad a. bidest aufll

pH 7,4, autoklavieren

HANKS-Puffer 1: HANKS-Puffer 200 ml
2 mMol/l EGTA 800 ul
0,1% Glucose 2 ml
HANKS-Puffer 2: HANKS-Puffer 100 ml
0,1% Glucose 1ml
5 mMol/I CaCL; 1 ml

Collagenase (240 U/mg) 61mg (in 10 ml

HANKS-Puffer lésen und anschlieRend steril

filtrieren)
2.1.2.2 Knochenmarkspréiparation
Dulbecco’s MEM (1.0 g/l Glucose) Biochrom, Berlin, Dtld.
BMDM Waschmedium Dulbecco’s MEM (1.0 g/I Glucose)

1% Penicillin/Streptomycin

70% Ethanol Ethanol absolute

VE Wasser
DPBS (w/o Ca* w/o Mg?) Biofroxx, Einhausen, Dtld.
Ethanol absolute VWR Chemicals, Radnor, USA
Penicillin/Streptomycin (100X) Cytogen, Sinn, Dtld.
Sterican-Kaniile 23G B.Braun, Melsungen, Dtld.
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Penicillin/Streptomycin (100X)

Sterican-Kantle 23G

2.1.3 Zellkultur

2.1.3.1 Leberzellkultur
William’s Medium E

(w 2.2 g/l NaHCOs3; w/o L-Glutamin)

Attachment-Medium

Starvation-Medium

Fetal Bovine Serum (FCS)

Sterilfilter Filtropur S (0,2um)

2.1.3.2 Sanwichkultur

Kollagen (rat tail)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 10x
Essigsaure

Injetkionswasser Ampuwa
Natriumhydroxid (NaOH)

Geldstes Kollagen (1 mg/ml)

Cytogen, Sinn, Dtld.

B.Braun, Melsungen, Dtld.

Biochrom, Berlin, Dtld.

William’s Medium E

10% FCS (hitzeinaktiviert, steril filtriert)
1% Penicillin/Streptomycin

2 mM L-Glutamin

William’s Medium E
1% Penicillin/Streptomycin
2 mM L-Glutamin

Thermo Fisher, Waltham. USA

Sarstedt, Nurnbrecht, Dtld.

Roche Diagnostics, Mannheim, Dtld.
Sigma-Aldrich, Darmstadt Dtdl.
Merck, Darmstadt, Dtld.

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Dtld.
Merck, Darmstadt, Dtld.

Kollagen (rat tail)

9 ml 0,2% Essigsaure

1 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 10x

1 M NaOH Losung zur pH-Wert Einstellung

(Farbumschlag bei pH 7,4)
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2.1.3.3 Kultur von Knochenmarkszellen:

Murine M-CSF
Penicillin/Streptomycin(100X)

BMDM Kultur-Medium

Zellkulturflaschen 550ml, 175 cm?
Zellkulturplatten 145/20 mm
Trypsin/EDTA (1x)

Zellschaber

Kompanion-Platten

Ko-Kultur Einsatze (0,4 um PorengroRe)

2.1.4 Stimulanzien

LPS (L-3012 0O111:B4) von E. coli

PeproTech Inc, New Jersey,

Cytogen, Sinn, Dtld.

Dulbecco’s MEM (1.0 g/I Glucose)
10% FCS, Thermo Fisher, Waltham. USA

10 mg/ml Penicillin/Streptomycin

10 ng/ml Murine M-CSF

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Dtld.
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Dtld.
CytoGen Gmbh,Wetzlar, Dtld.

BD Falcon™, Heidelberg, Dtld.
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Dtld.

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Dtld.

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Dtld.

USA

UV-behandeltes murines Zytomegalievirus (MCMV) (MCMVAmM157 tdT), hergestellt nach (Ehlting

et al., 2016).

2.1.5 Kits

Qiashredder Saulen
RNeasy Mini Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit

Mouse TNFa ELISA Ready-Set-Go!®

Mouse IL-10 ELISA Ready-Set-Go! (2" Generation)

Quantikine ® Mouse TNFa Immunoassay

Quantikine ® Mouse IL-6 Immunoassay

Quiagen, Hilden, Dtld.
Quiagen, Hilden, Dtld.
Quiagen, Hilden, Dtld.
eBioscience, USA
eBioscience, USA
R&D Systems®, USA

R&D Systems®, USA
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VeriKine ™ Mouse IFNB ELISA Pestka Biomedical Laboratories Inc., USA

2.1.6 Quantitative PCR

FrameStar ®96-Lochplatte 4titude Ltd. Surrey, UK
gPCR Seal Folie 4titude Ltd. Surrey, UK
GoTaq gPCR Master Mix Promega, Walldorf, Dtld

Tabelle 1: Primerauflistung fiir gPCR

Murine Gene Orientierung | Primer Sequenzen
Succinate Dehydrogenase subunit A | Forward 5’-TGGGGAGTGCCGTGGTGTCA-3’
(SDHA) Reverse 5’-GTGCCGTCCCCTGTGCTGGT-3’
Tumornekrosefaktor-a Forward 5’-GCTGAGCTCAAACCCTGGTA-3’
TNF-a Reverse 5’-CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3’
Interleukin-6 (IL-6) Forward 5'-GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3’
Reverse 5’'GATTGTTTTCTGCAAGTGCATC-3’
Interleukin-10 (IL10) Forward 5’-CCAAGCCTTATCGGAAATGA-3’
Reverse 5’-TCCTGAGGGTCTTCAGCTTC-3’
Interferon-B (IFN-B) Forward 5’-CCCTATGGAGATGACGGAGA-3’
Reverse 5’-ACCCAGTGCTGGAGAAATTG-3’
Induzierbare NO-Synthase (iNOS) Forward 5’-AGAGATTGGAGGCCTTGTGT-3’
Reverse 5’-ACATGCAAGGAAGGGAACTC-3’
Arginase 1 (Argl) Forward 5’-GTGAAGAACCCACGGTCTGT-3’
Reverse 5’-CTGGTTGTCAGGGGAGTGTT-3’
CXCL9 Forward 5’-TCATCTTCCTGGAGCAGTGTG-3’
Reverse 5’-GATTTGTAGTGGATCGTGCCT-3’
CXCL 10 Forward 5’-GTGCTGCCGTCATTTTCTGC-3’
Reverse 5’-CATTCTCACTGGCCCGTCATC-3’
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2.1.7 Durchflusszytometrie

5 ml Polystrene Round-Bottom BD Falcon ™, Heidelberg, Dtld

Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA) Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

Natriumazid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Dtld.

FACS-Puffer: 500 ml DPBS w/o Calcium und Magnesium
10 g BSA

500 pl Natriumazid (10% Stammldsung)
Leucoperm® REAGENT A BIO RAD, Dusseldorf, Dtld.

Leucoperm® REAGENT B BIO RAD, Dusseldorf, Dtld.

Tabelle 2: Antikérperauflistung fiir durchflusszytometrische Analyse

Antikoérper Klon Markierung Hersteller

Anti-Maus Ly 6G 1A8-Ly6g APC Thermo Fisher, Waltham, USA
Anti-Maus CD11c N418 PE Thermo Fisher, Waltham, USA
Anti-Maus MHCII M5/114.15.2 | PE Thermo Fisher, Waltham, USA
Anti-Maus CD206 MR5D3 FITC BIO RAD, Dusseldorf, Dtld.
Anti-Maus TLR4 MTS510 FITC BIO RAD, Dusseldorf, Dtld
Anti-Maus CD163 2F8 unmarkiert Biomedicals
Sekundarantikérper polyklonal Cy3 Dianova

2.1.8 Gerate

Brutschrank HERACELL 150i Thermo Fisher, Waltham. USA

FACS Canto Il BD Bioscience, Heidelberg, Dtld.

ViiA7 real time-PCR System Applied Biosystems, Darmstadt, Dtld.
Centrifuge 5424 Eppendorf, Kéln, Dtld.

Centrifuge 5415 R Eppendorf, Kéln, Dtld.

Centrifuge 5810R Eppendorf, Kéln, Dtld.

Autoclave Systec VX-65 Systec, Linden, Dtld.
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Sterilbank HERASAFE KS Thermo Fisher, Waltham, USA

Neubauer Zahlkammer Brand GMBH+CO KG, Wartheim, Dtld.

UV Lampe Vilber Lourmat BLX-254 80W Eberhardzell, Dtld.

Nanodrop Nanodrop Technologies, Wilmington, USA
Thermoblock Eppendorf, Hamburg, Dtld.

Mikroskop Olympus Model IMT2, Hamburg, Dtld.
Multiskan Spectrum Thermo Scientific, Waltham, USA
Schlauchpumpe Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH,

Werthheim-Monfeld, Dtld.

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA
440-47N Waage KERN, Balingen, Dtld.
Wasserbad/Thermometer E5 Medingen, Dresden, Dtld.
Magnetriihrer mit Heizung RCT basic IKA® Werke, Staufen, Dtld.

2.2 Methoden

2.2.1 Praperation primarer Leberzellen

Die Mause wurden mittels intraperitonealer (i.p.) Injektionsnarkose mit 10 mg/100 g
Korpergewicht Ketavet und 0,5 mg/100 g Korpergewicht Rompun narkotisiert. Nach Eintritt des
Toleranzstadiums (Reflexe erloschen) wurde der Bauchraum Uber einen abdominalen und zwei
laterale Schnitte eréffnet. Uber einen Abbocath, der in der Vena portae platziert wurde, erfolgte
die Perfusion der Leber. Um eine Druckentlastung der Leber nach Anschluss des Pumpensystems
zu gewabhrleisten, wurde ein Entlastungsschnitt an der Vena cava inferior gesetzt. Die
Durchfiihrung der Zwei-Phasen-Perfusion bestand aus der Perfusion mit HANKS-Puffer |, der mit
einer Flussrate von 8 ml pro Minute das Blut aus der Leber spiilte, gleichzeitig durch den Zusatz
EGTA Ca-lonen band und damit eine Lockerung des Zellverbandes bewirkte. In der zweiten Phase
wurde bei gleicher Flussrate HANKS-Puffer Il perfundiert, der Kollagenase und Calcium enthielt.
Die Applikation von Calcium normalisiert die lonenverteilung, was zu einer Aktivitatssteigerung
der Kollagenase fiihrt. Durch die Applikation der Kollagenase |6sen sich Peptidbriicken in der

extrazellularen Matrix des Zellverbandes auf, wodurch die hepatischen Zellen in einen lockeren
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Zellverband Uberfiihrt werden. Dieser Prozess war anhand des Anschwellens der Leber sichtbar

und signalisierte das Ende der Perfusion.

Die Leber wurde anschliefend entnommen und in ein Falcon mit 10 ml Attachment-Medium
platziert. Unter der Sterilbank wurde die Leberkapsel eroffnet und vorsichtig die Leberzellen
herausgeschwemmt. Die Zellsuspension wurde Uber ein Sieb (PorengréBRe 70 pum) filtriert, um
groRere Leberbestandteile, wie zum Beispiel Leberkapselreste von den einzelnen Zellen zu

trennen. Die vorliegende Leberzellsuspension wurde wie in 2.2.2 beschrieben weiter aufbereitet.

2.2.2 Aufreinigung zu Hepatozyten

Um eine hohe Hepatozyten Reinheit der Zellsuspension zu erreichen, hat sich die zusatzliche
negative Selektion CD11b positiver Zellen nach erfolgter Hepatozytenisolation bewahrt. Hierfiir
binden Antikérper gegen CD1lb an CD11lb positive Zellen. Diese Antikérper sind mit
magnetischen beads gekoppelt, sodass unter Verwendung eines magnetischen Feldes diese Zellen

zuriickgehalten werden kénnen.

Die aus Schritt 2.2.1 gewonnene Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur 3 Minuten bei 50 g,
Beschleunigung/Bremse 3 zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das vorhandene Zellpellet
wurde in 10 ml Attachment-Medium resuspendiert und erneut 3 Minuten zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde anschliefend in MACS-Puffer gelost und ein letztes Mal zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgekippt und das Zellpellet in 1 ml MACS-Puffer und 100 pl CD11b MicroBeads
resuspendiert. Diese Losung inkubierte 15 Minuten bei 4°C. Anschliefend wurde das Volumen mit
MACS-Puffer auf 10 ml erhoht. Die Zellsuspension wurde in 1 ml Schritten auf die mit MACS-
Puffer aquilibrierten Large Cell Separationssaulen gegeben, die im magnetischen Feld des Octo
MACS Separator eingespannt waren. Durch die Markierung CD1lb positiver Zellen mit
magnetischen Beads wurden diese Zellen, durch das magnetische Feld, in der Saule
zuriickgehalten. Der Durchfluss wurde aufgefangen und wie oben beschrieben zentrifugiert und
anschlieRend in Attachment-Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Lichtmikroskop bei

10-fach VergroRerung und Trypanblau-Farbung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.2.2.1 Sandwichkultur

Um eine Parenchym zu Mesenchym-Transition der Hepatozyten zu verhindern, wurde die
Zellkultivierung nach der Sandwichmethode verwendet (Dunn et al., 1989). In dieser werden
isolierte Hepatozyten, die durch zusatzliche Schritte von kontaminierenden Monozyten und

Makrophagen aufgereinigt wurden, in Kollagen eingebettet.
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Hierzu wurde das lyophilisierte Kollagen in 9 ml 0,2%iger Essigsaure Uber Nacht gel6ost. Unter
Hinzugabe von 1 ml des 10-fach konzentriertem DMEM inklusive pH-Indikator sowie der Zugabe
von 1 M NaOH wurde ein neutraler pH-Wert der Losung eingestellt. Die Endkonzentration des

Kollagens betrug 1 mg/ml.

Pro Kavitdt der Companion-Platte wurden 350 ul gelostes Kollagen appliziert und unter
Zuhilfenahme eines Spatels gleichmalig verteilt. Nach einer h Inkubation im Brutschrank wurden
800.000 Hepatozyten pro Kavitat ausgesat. Wiederum nach 3 Stunden Inkubation im Inkubator
(37°C, 5% CO;) wurden die ausgesdten Hepatozyten unter sterilen Bedingungen zweimal mit 37°C
warmen PBS gewaschen, um nicht haftende Zellen zu entfernen. Danach wurde die zweite 350 pl
Kollagenschicht hinzugegeben und durch Schwenken der Companion-Platte das Kollagen
gleichmaRig verteilt. Nach einer weiteren h im Brutschrank, wurden 2 ml Starvation-Medium

hinzugegeben und die Zellen fiir 16 Stunden inkubiert.

2.2.3 Knochenmarkspraparation und Differenzierung zu BMDM

Zur Generierung von aus Knochenmark stammenden Makrophagen, bone-marrow derived
macrophages (BMDM), wurden in unserer Arbeitsgruppe etablierte Protokolle, siehe Wolf (2015),
angewendet, wobei unter dem Einfluss des murinen Monozyten-koloniestimulierenden Faktors
(mM-CSF) naive Knochenmarkszellen in 7-9 Tagen zu Makrophagen differenzieren. Vorteil hierbei
ist die Generierung einer groRen Anzahl homogener BMDMs (Manzanero, 2012, Weischenfeldt
and Porse, 2008, Zhang et al., 2008, Stanley, 1985, Zanoni et al., 2009), welche F4/80* und CD11b*
sind (Ehlting et al., 2011).

Fiir die Praparation von Knochenmark wurden die Hinterlaufe der Maus mit einer Schere aus dem
Hiftgelenk getrennt und bis auf den Knochen frei prapariert. Anschlieffend wurden die Knochen
in 70%igem Ethanol fiir 5 Minuten gewaschen, dann kurz in PBS inkubiert und zum Schluss in

BMDM-Waschmedium (Pen/Strep-haltiges DMEM inkl. 1g/l Glucose) tiberfiihrt.

Zur Entnahme des Knochenmarks wurden die Knochenenden unter sterilen Bedingungen mit
einer Praparierschere abgeschnitten und das Knochenmark mit einer 10-ml-Spritze plus Kaniile

(23G) und BMDM-Waschmedium ausgesplilt.

Die ausgespllte Knochenmarkszellensuspension wurde 10 Minuten bei 4°C und 300 g
(Beschleunigung/Bremse 4) zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde
anschlieRend in 20 ml BMDM-Kulturmedium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche (175
cm?) Uber Nacht im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert.
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Am ndchsten Tag, Tag 1 nach Praparation, wurde das Zellkulturmedium inkl. nicht adharenter
myeloider Zellen aus der Flasche entnommen, zentrifugiert (10 Minuten, 4°C, 300 g,
Bremse/Beschleunigung 4), der Uberstand verworfen, das Pellet in BMDM-Kulturmedium
resuspendiert und auf fiinf 145 cm?2/20 mm Zellkulturplatten verteilt. Das Gesamtvolumen pro

Platte betrug 20 ml BMDM-Kulturmedium mit jeweils 10 ng/ml mM-CSF.

Eine Volumenerhohung fand an Tag 3 um 20 ml DMEM Kulturmedium mit 10 ng/ml mM-CSF und
an Tag 6 um 10 ml DMEM Kulturmedium mit 10 ng/ml mM-CSF nach Praparation statt. An Tag 7
nach Prdparation wurden die Makrophagen geerntet. Daflir wurde das Medium abgesaugt und
die Makrophagen zweimal mit 37°C warmen PBS gewaschen. Nach Zugabe von 3,5 ml Trypsin und
einer Inkubationszeit von 20 Minuten im Brutschrank, konnten die Makrophagen vorsichtig mit
einem Spatel von der Platte geschabt werden. Die resultierende Zellsuspension wurde
zentrifugiert (10 Minuten, 4°C, 300 g, Bremse/Beschleunigung 4), das Zellpellet in BMDM-
Kulturmedium resuspendiert und die vitale Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung und einer
Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Zielverdiinnung waren 100.000 Makrophagen pro ml BMDM-
Kulturmedium, mit jeweils 10 ng/ml mM-CSF. 200.000 Makrophagen wurden pro Ko-Kultureinsatz

verwendet und Uber Nacht kultiviert.

2.2.4 Ko-Kultur

Die Ko-Kultur wurde unter dem Vorbild der anatomischen Verhdltnisse zwischen Kupfferzellen
und Hepatozyten zueinander erstellt. Die Ko-Kultur ist ein zellkulturbasierter in vitro Ansatz, um
die wechselseitigen Einfliisse zweier Zellpopulationen, hier der Makrophagen und Hepatozyten
aufeinander, zu untersuchen. Das vorliegende Ko-Kultursystem mit den genutzten Companion-
Platten und den Ko-Kultur Einsatzen (Transwells) ermoglicht eine Kommunikation der beiden
Zelltypen. Die PorengrofRe von 0,4 um verhindert dabei einen direkten Zell-Zell Kontakt, erlaubt
jedoch den Austausch loslicher Mediatoren, dhnlich dem des fenestrierten Endothels der

Lebersinusoide.

Fiir die Ko-Kultur wurden die priméaren, aufgereinigten Hepatozyten 2.2.2 in der Sandwichkultur
2.2.2.1 an Tag 1 nach der Hepatozytenpraparation mit den differenzierten BMDMs 2.2.3 an Tag 8

nach Knochenmarkspraparation zusammengesetzt.

Im Detail wurde das Medium unter Erhalt der Sandwich-Kollagenstruktur aus der Companion-
Platte abgesaugt und erneut 2 ml Starvation-Medium pro Kavitdt hinzugegeben. Danach folgte

eine zweistlindige Ruhezeit. Nach zwei Stunden wurde das Medium in den Ko-Kultureinsatzen
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abgesaugt, die Einsdtze in die Companion-Platte mit den Hepatozyten Uberfiihrt und 2 ml
Starvation-Medium mit 10 ng/ml mM-CSF in die Einsidtze hinzugegeben. Der Einfluss der
Hepatozyten auf die Differenzierung der BMDMs wurde anhand durchflusszytometrischer
Messungen an Tag 2, 3, 4 und 6 der Ko-Kultivierung erhoben. Der Einfluss auf die Reaktionsweise
der Makrophagen wurde nach unterschiedlichen Kulturzeitpunkten sowie nach unterschiedlichen
Stimulationen und Stimulationszeitpunkten anhand von mRNA- und Proteinexpressionanalysen

bestimmt.

2.2.5 UV-Inaktivierung von CMV

Die UV-inaktivierung wurde bei 120 Joules je cm? Well-Fliche und einer Wellenlinge von 254 nm

nach einem bestehenden Protokoll der Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Ehlting et al., 2016).

2.2.6 Stimulation

Die Stimulation der Mono- und Ko-Kulturen von BMDMs und Hepatozyten erfolgte mit 10 ng/ml
LPS oder mit UV-inaktivierten murinen Zytomegalieviren (CMV), die durch die UV-Inaktivierung in
variable Einzelteile zerstort wurden. Deshalb werden diese im folgenden CMV dependente
Pathogene (CMVamP) genannt. In Anlehnung an die Terminologie MOI (Multiplicity of Infection)
wird im Folgenden der Begriff MOS (Multiplicity of Stimulation) verwendet, hierbei bezieht sich
die Viruspartikelanzahl auf das initiale theoretische Verhaltnis von lebendigen Viruspartikel pro
Zielzelle (MOI), bevor das Virus UV-inaktiviert und eine Infektion somit ausgeschlossen wurde.
Eine MOS-Dosis von zwei entspricht dem Ergebnis von initial zwei lebendigen infektidsen
Zytomegalieviren, die mittels UV-inaktiviert und dadurch in diverse Einzelteile zerstért wurden
Diese zerstorten Einzelteile wurden im nachsten Schritt zu den Zielzellen zugegeben, um diese zu
stimulieren. Eine Infektion der Zielzellen war somit nicht moéglich. Die Stimulationsdauer begann
ab der einmaligen Applikation von jeweils 500 pl Stimulationslésung in und unter die Ko-
Kultureinsitze. Die Stimulationsdauer, also die Zeit bis zur Uberstand- und mRNA-Gewinnung,

betrug je nach Versuch 3-40 h.

2.2.7 RNA-Isolierung

Es wurde das QIAGEN RNeasy Mini Kit verwendet und dessen Anleitungsschritte befolgt.

Zur Gewinnung der mRNA der Makrophagen wurden die Makrophageneinsitze zum
Erntezeitpunkt in frische Companion-Platten auf Eis gesetzt und zweimal im und unter dem
Einsatz mit 2 ml kaltem PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 100 ul RLT-Puffer
lysiert und mit einem Spatel von der Einsatzoberflaiche gekratzt. Um eine ausreichende Menge
mRNA zu generieren, wurden die BMDM-Lysate aus je 3 Einsatzen zusammengefiihrt. Die

Zellsuspension wurde auf die Qiagen Shredder Saulen pipettiert, bei 17.115 g, 1,5 Minuten
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zentrifugiert und nach Anleitung des QIAGEN RNeasy Mini Kit die mRNA aus dem Durchfluss

isoliert.

Zur Gewinnung der mRNA aus Hepatozyten wurden die Companion-Platten auf Eis gesetzt, die Ko-
Kultureinsatze in neue leere Companion-Platten, zur spateren Bearbeitung umgesetzt und das
Medium der Companion-Platten mit den Hepatozyten abgesaugt. Es wurde einmal mit kaltem PBS
gewaschen, anschliefend die Kollagen-Zellschicht mit Hilfe eines Spatels abgekratzt und in ein
Eppendorf-Gefal iberfiihrt. Das Kollagen-Zellgemisch wurde bei 4°C und 7.600 g fiir 3 Minuten
zentrifugiert und das Uberstindige Medium abgesaugt. Nach Wiederholung dieses Schrittes
wurde das Pellet in 700 pl RLT Lyse Puffer resuspendiert und so die darin enthaltenen Zellen
lysiert. Das Zelllysat wurde auf die Qiagen Shredder Saulen pipettiert, bei 17.115 g, 4°C,
1,5 Minuten zentrifugiert und aus dem Durchfluss entsprechend der Anleitung des QIAGEN
RNeasy Mini Kits die RNA isoliert.

Mittels Nano-Drop (Spektralphotometrie bei einer Extinktion von 260nm/280nm) wurde die

Reinheit und Konzentration der mRNA bestimmt.

2.2.8 C-DNA Synthese

Fiir die cDNA-Synthese wurde das QIAGEN Quantitect Reverse Transcription Kit verwendet und

die Anleitungsschritte entsprechend den Herstellerangaben befolgt.

Fir die real time PCR-Analyse wurde die cDNA auf eine Konzentration von 10 ng/ul mit Nuklease-
freiem Wasser verdiinnt. Mittels Kontrollen ohne mRNA bzw. ohne Reverse Transkriptase wurde

die Reinheit der Synthesereaktion tUberprift.

2.2.9 Quantitative real time Polymerase-Kettenreaktion

Die Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) geht auf die Arbeit von Mullis und Kollegen
zuriick (Mullis et al., 1986). Die quantitative real time PCR (qPCR) vervielfiltigt die als Template
vorliegenden Nukleinsauren, hier die cDNA. Diese Vervielfaltigung der cDNA wird mittels Einbau

des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green in real time, also pro Zyklus, gemessen.

Der fur die quantitative PCR verwendete Ansatz beinhaltete 1,2 ul cDNA (10ng/ul), 12,5 ul SYBR
Green und 9,3 pl Nuklease-freies Wasser. Dazu wurden jeweils 1 ul des Forward-/Reverse-Primer
(Endkonzentration 10 pmol/ul) pipettiert (vgl. Tabelle 3), so dass ein Gesamtansatz von 25 pl
Endvolumen entstand. Jede Probe wurde in der gPCR doppelt gemessen. Jeweils 25 pl wurden pro

Kavitat der 96-Kavitatenplatte pipettiert, die zum Schluss mit einer qPCR Seal Folie luftdicht
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verschlossen wurde. Vor der Analyse wurde die 96 Kavitdtenplatte eine Minute bei 410 g

zentrifugiert.
Die Analyse erfolgte mittels ViiA7 Real Time System.

Der Ablauf einer vollstandigen gqPCR bestand zunachst aus dem einmaligen Schritt von 2 Minuten
bei 50°C und der anschlieRenden Denaturierung von 10 Minuten bei 95°C. Die 40-mal
wiederholten Zyklen zur Amplifizierung der PCR Produkte umfassten jeweils 15 Sekunden bei 95°C
zur Denaturierung der cDNA und 1 Minute bei 60°C fir das Primer-Annealing und der Polymerase-
vermittelten Elongation. Nach den 40 Zyklen erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse zur
Qualitatskontrolle des Messergebnisses, 15 Sekunden bei 95°C, 1 Minute bei 60°C und nochmals
15 Sekunden bei 95°C. Die durch die gPCR ermittelten Cr-Werte wurden fir die weitere
guantitative Auswertung verwendet. Hierflr wurde die ACr-Methode genutzt. Bei dieser Methode
gibt der Cr-Wert die erste Zyklenzahl an, bei der der Fluoreszenzwert signifikant Gber die
Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Um etwaige Konzentrationsunterschiede in der cDNA
mathematisch korrigieren zu kénnen, wurde eine relative Quantifizierung durchgefihrt. Dafir
wurde der Cr-Wert des zu analysierenden Genprodukts durch Subtraktion vom Cr-Wert des
Housekeeping Gens SDHA (murines Succinat-Dehydrogenase-Komplex Untereinheit A)

normalisiert (Lang and Heeg, 1998, Heid et al., 1996).

2.2.10 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung des Einflusses der Hepatozyten auf die Differenzierungsmarker von BMDMs
wurde nach zwei, drei, vier und sechs Tagen Kulturzeit, mono- und ko-kultivierte, nicht stimulierte
BMDMs mittels Durchflusszytometrie analysiert. Diese Technik geht auf Arbeiten (Dittrich and
Gohde, 1969) von Wolfgang Gohde zuriick, die er patentieren lieR (Goehde, 1972).

Anhand der durchflusszytometrischen Analyse mittels des FACS Canto Il Gerats wurden die
Zellpopulation durch die Parameter Vorwartslichtstreuung (ZellgroRe) und Seitwartslichtstreuung
(Zellgranularitat) definiert. Die zu untersuchenden Rezeptoren wurden mittels spezifischer
Antikorper, die mit den Fluorochromen PE, APC, FITC oder CY3 gekoppelt waren, markiert. Jeweils
10.000 Zellen wurden pro Probe gemessen. Die Untersuchung erfolgte fir folgende Marker:
Ly6GC, CD11c, CD206, CD163, TLR4 und MHC Il. Die statistische Auswertung erfolgte mittels

FlowJo-Software.

Zur Vorbereitung der Zellen wurden die Ko-Kultureinsatze nach entsprechender Kultivierungszeit
in frische Companion-Platten umgesetzt, zweimal mit 37°C warmen PBS gewaschen und je Einsatz

mit 250 ul Trypsin 4 Minuten im Brutschrank inkubiert.
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Um die Trypsinwirkung zu stoppen, wurden die Companion-Platten anschliefend auf Eis gesetzt,
1 ml kalter FACS-Puffer hinzugegeben und die Makrophagen von den Einsdtzen gespllt. Die
Zellsuspension wurde auf die mit 1 ml FACS-Puffer gefiillten 5ml groRBen FACS-R6hrchen verteilt
und diese im Anschluss 5 Minuten bei 405 g und 4°C (Bremse/Beschleunigung 5) zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Réhrchen ausgeklopft. Die Zellen wurden in 100 pl
Antikorperlosung resuspendiert (siehe Tabelle 3: Detaillierte Antikérpervorbereitung zur
Applikation pro FACS RohrchenTabelle 3) und auf Eis im Dunkeln fir 30 min inkubiert. Nach der
Inkubation wurden, die nicht gebundenen Antikdrper durch zweimaliges Waschen mit PBS und
Zentrifugieren (5 Minuten, 405g, 4°C, Bremse/Beschleunigung 5) mit jeweils 2 ml FACS-Puffer

entfernt. Zum Schluss wurden die Zellen in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert.
Fir die Farbung der Antikorper gegen CD163 und CD206 waren besondere Schritte notwendig.

Da der gegen CD163 gerichtete Antikorper unmarkiert ist, bendtigte man zur Detektion einen
Fluorochrom-markierten Sekundarantikorper, der nach den gleichen Inkubations- und
Waschschritten wie oben beschrieben, an den gegen CD163 gerichteten Antikorper bindet,

wodurch dieser detektierbar wurde.

Fir die Detektion des sowohl extra- als auch intrazelluar exprimierten CD206-Proteins mussten
die Zellen zuerst fixiert und permeabilisiert werden. Dafiir wurden die Zellen mit 100 pl FACS-
Puffer und 100 pl Leucoperm® REAGENT A fir 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen und 5 Minuten bei 405
g und 4°C (Bremse/Beschleunigung 5) zentrifugiert. Danach wurde der Antikorper gegen CD206
gelost in Leucoperm® REAGENT B hinzugegeben. Nach dem Durchmischen wurde der Antikorper
fir 30 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschlieBend wie oben beschrieben 2-mal
gewaschen und in FACS-Puffer resuspendiert. In den vorliegenden Versuchen wurde jedoch eine
unspezifische Bindung der Primer an den Fc-Receptor nicht durch einen Fc Block verhindert,
sodass dies eine Ungenauigkeit gegeniliber der wirklichen Oberflaichenrezeptorexpression

darstellt.

Tabelle 3: Detaillierte Antikérpervorbereitung zur Applikation pro FACS Réhrchen

Antikorper Markierung ul Antikérper Verdiinnungsmedium
Ly 6G (Gr-1) APC 0,5 100ul FACS Puffer
CD11c PE 0,5 100ul FACS Puffer
MHCII PE 1 100ul FACS Puffer
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CD206 FITC 0,4 Leucoperm® REAGENT B

TLR4 FITC 4 100ul FACS Puffer
CD163 unmarkiert 0,2 100ul FACS Puffer
Sekundarantikorper Cy3 0,3 100ul FACS Puffer
2.2.11 ELISA

Die Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) Experimente zur Detektion von |6slichen
Proteinen im Zellkulturiiberstand sowie die Auswertungen der Messergebnisse wurden nach den

vorliegenden Anleitungen der Hersteller der ELISA Kits durchgefiihrt (Siehe 2.1.5).

3 Ergebnisse

Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von Hepatozyten auf die durch virale und

bakterielle Pathogene induzierte Aktivierung von Makrophagen.

3.1 Einfluss von Hepatozyten auf die Reaktion von Makrophagen nach LPS

Stimulation
Um einen moglichen Einfluss von Hepatozyten auf die Reaktion von Makrophagen auf virale und
bakterielle Pathogene zu untersuchen, wurden zundchst BMDM alleine bzw. in Kokultur mit
Hepatozyten zwei Tage kultiviert und anschlieRend fiir 6 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurde
die Expression verschiedener Gene, die zum einen den Verlauf des Stimulationsgeschehens
widerspiegeln, zum anderen einen Marker fiir die Polarisierung der Makrophagen darstellen,

analysiert (Abb. 2).

Primdre Hepatozyten wurden nach Isolierung mittels CD1lb-Beads aufgereinigt, um
kontaminierende Makrophagen zu entfernen und anschlieBend im Kollagen-Sandwich kultiviert
(2.2.1; 2.2.2; 2.2.2.1). BMDMs wurden wie in (2.2.3) beschrieben generiert. Die Ko-Kulturzeit
betrug zwei Tage. Als Kontrolle wurden BMDMs ohne Hepatozyten kultiviert (2.2.32.1.5).
Stimuliert wurde mit LPS (10 ng/ml) oder CMVamP (Multiplicity of Stimulation: MOS1= Ergebnis
von einem UV-inaktivierten Infektionspartikel zu einem BMDMs; MOS2 = Ergebnis von zwei UV-

inaktivierten Infektionspartikeln zu einem BMDM). Die mRNA-Konzentration wurde mittels
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quantitativer RT-PCR (2.2.92.1.6) in Relation zu dem internen Kontrollgen SDHA quantifiziert und

ist in Relation zur unstimulierten Kontrollgruppe (BMDM Monokultur) in Prozent dargestellt.

Die Ergebnisse der in Abb. 2 zusammengefassten Untersuchungen legen nahe, dass die
Anwesenheit von Hepatozyten die LPS-induzierte IL-10 Expression von Makrophagen im Vergleich
zu monokultivierten Makrophagen signifikant verstarkt. Durch Hepatozyten zu den gewahlten
experimentellen Bedingungen ebenfalls signifikant verstarkt war die Transkriptexpression von IL-6
und iNOS, wahrend die Expression von TNFa mRNA deutlich reduziert wurde. Fiir Argl und IFNB
ergaben sich zu den untersuchten Zeitpunkten keine signifikanten Verdanderungen zwischen

Mono- und Ko-Kultur.
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Messreihe Mono- vs. Kokultur nach LPS Stimulation

TNFa IL-6
s 90 i —
a s 5
g 80 o
70 = 4
g o
o 60 g .
ET 50 T S __
O EG
S 2% 40 1 — 9
2= °x?
] 30 =
S 20 S 1
5 10 R
X 0 S control LPS (10ng/ml)
control LPS (10ng/ml) X ’
[L-10 s iNOS
2 6 - S -
= =
s jL o
e ., S 15
2 s tg
— O 3 ©°
o o Sx1
i 2 c
s g
O 1 .E 0,5
X
[=)
X control LPS (10ng/mi) control LPS (10ng/ml)
IFNB Argl
s =
) 45 g 25
=
= 40 5 -
o 33 o
0 0
£ T25 l £ ng
o — 20 o o
X 5 %10
= — 15 g
S 12 o 5
“Ea ° 5 0
° control LPS (10ng/ml) °© control LPS (10ng/ml)
[=)

HBMDM Monokultur
0OBMDM Ko-Kultur

Abb. 2: Einfluss von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten BMDM infolge der Stimulation mit LPS.
Unterschiede in der mRNA Expression von TNFa, IL-6, IL-10, iNOS, IFN8 und Argl in mono- und mit Hepatozyten
kokultivierten BMDM nach Stimulation mit 10 ng/ml LPS fiir 6 Stunden in Relation zur unstimulierten Kontrolle
monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler aus je 3 unabhédngigen
Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit
einem Signifikanzniveau von p<0,05 und Bonferroni post-Test berechnet.
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Fir die Analyse des zeitlichen Verlaufs der Genexpression infolge der Stimulation von mono- und
mit Hepatozyten kokultivierten BMDM mit LPS (Abb. 3) wurde die Expression verschiedener

Parameter nach 0, 6, 16, 40 Stunden detektiert.

In Abb. 3 sind die mRNA-Expressionsdaten nach LPS-Stimulation in Abhangigkeit von der Zeit
abgebildet. Ubereinstimmend mit den vorangehend ausgefiihrten Befunden fiihrte die Prasenz
von Hepatozyten zu einer signifikanten Reduktion der LPS induzierten Transkriptexpression von
insbesondere TNFa sowie zu einer ebenfalls signifikant verstarkten Transkriptexpression von IL-
10. Anders als in Abb. 2 wurde die LPS-induzierte Expression der IL-6 mRNA in der in Abb. 3
zusammengefassten Zeitserie tendenziell durch die Anwesenheit von Hepatozyten eher
unterdriickt. Dieser suppressive Effekt von Hepatozyten auf die LPS induzierte Expression von
TNFa und IL-6 lieB sich auch nach einer Kulturdauer von 16 und zumindest im Fall von IL-6
angedeutet auch nach 40 Stunden noch beobachten. Dabei erreichte, mit Ausnahme von Argl
und iNOS, die Transkriptexpression bei den Ubrigen der hier analysierten Transkripte, inklusive
der Transkripte fiir TNFa, IL-6 und IL-10 zum Zeitpunkt von 6 Stunden ihr Maximum und nahm im

weiteren Verlauf wieder ab.

Fiir die Zytokine INFB, CXCL9 und CXCL10 lieR sich zu den gewahlten experimentellen
Bedingungen tendenziell ein suppressiver Effekt von Hepatozyten auf die LPS-induzierte
Transkriptexpression nachweisen, der zum Teil auch nach 16h noch nachweisbar war. Im
Gegensatz hierzu verstarkt die Gegenwart von Hepatozyten im Vergleich zu monokultivierten
Makrophagen die LPS-induzierte Expression von iNOS und Argl tendenziell, wobei der Anstieg von

vor allem Argl erst deutlich verzogert einsetzt.
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Messreihe zu verschiedenen Zeitpunkten nach LPS 10ng/ml Stimulation
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Abb. 3: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten BMDM infolge der
Stimulation mit LPS. Unterschiede in der mRNA Expression von TNFa, IL-6, IL-10, IFN8, iNOS, Arg1, CXCL9 und CXCL10 in
mono- und mit Hepatozyten kokultivierten BMDM nach Stimulation mit LPS fiir 6, 16 oder 40 Stunden in Relation zur
unstimulierten Kontrolle monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler
aus je 3 unabhdngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden mittels * gekennzeichnet und per two
way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und Bonferroni post-Test berechnet
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Zusammenfassend legen diese Untersuchungen nahe, dass Hepatozyten die LPS-induzierte
Transkriptexpression der hier untersuchten Zytokine zu einem wesentlichen Teil in Abhangigkeit
von der Zeit signifikant beeinflusst. Dabei wird die Expression von IL-10 signifikant verstarkt,
wahrend die LPS-induzierte Expression der lbrigen Zytokine in Makrophagen eher unterdriickt
wird. Dieser suppressive Effekt von Hepatozyten auf die Expression und Produktion
inflammatorischer Zytokine in Reaktion auf LPS wird am Beispiel von TNFa auch auf Proteinebene
eindrucksvoll deutlich Abb. 4. Wahrend die Produktion von TNFa durch Makrophagen in
Gegenwart von Hepatozyten signifikant reduziert wird, belegt die Bestimmung von IL-10 im
Uberstand, dass ebenso wie auf Transkriptebene die Produktion von IL-10 unter diesen
Bedingungen signifikant verstarkt wird. Anzumerken ist, dass, auch wenn zu den gewahlten
Zeitpunkten die Ko-Kultur mit Hepatozyten die Expression des IFNB-Transkriptes in Makrophagen
eher zu unterdriicken scheint, die durch LPS getriggerte Produktion von IFNB auf Proteinebene in

Gegenwart von Hepatozyten signifikant verstarkt ist.
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Messreihe Proteiniiberstand nach LPS 10ng/ml Stimulation
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Abb. 4: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Proteinexpression von kokultivierten BMDM infolge der
Stimulation mit LPS. Uberstandsmessung mittels ELISA und Multiplexmessung. Zeitpunkte 0,6,12,24 Stunden nach LPS
Stimulation. Stimuliert wurde mit 10 ng/ml LPS. Die Messergebnisse sind in Bezug auf die Protein Expression einer
unstimulierten Kontrollgruppe monokultivierter BMDMs in Prozent gesetzt. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte mit Standardfehler aus je 3 unabhéngigen Messungen pro Gruppe und Zeitpunkt. Signifikante Unterschiede
sind mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und
Bonferroni post-Test berechnet.
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3.2 Einfluss von Hepatozyten auf die Reaktion von Makrophagen nach

CMVamP Stimulation

Aus Abb. 5 sind die CMVamP Reaktionen in Mono- und Ko-Kultur nach verschiedenen MOS Dosen
CMV »associated molecular pattern» (CMVamP) Stimulation zu entnehmen. Auffallig ist die
signifikante IL-10 mRNA Expressionserhohung nach CMVamP Stimulation in der Ko-Kultur im
Vergleich zur Monokultur. Ebenfalls stark erhéht scheint die iNOS mRNA Expression zu sein.
Signifikant erniedrigte mRNA Spiegel wurden in der Ko-Kultur bei einer Stimulationsdosis mit

MOS?2 fiir TNFa, IL-6 und IFNB nachgewiesen.
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Messreihe Mono- vs. Kokultur nach verschiedenen CMVamP Stimulationsdosen
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Abb. 5: Einfluss von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten BMDM infolge der Stimulation mit CMVamP
Unterschiede in der mRNA Expression von TNFa, IL-6, IL-10, iNOS, IFN8 und Argl in mono- und mit Hepatozyten
kokultivierten BMDM nach Stimulation mit CMVamP (MOS1 bzw. MOS2) in Relation zur unstimulierten Kontrolle
monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler aus je 3 unabhédngigen
Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit
einem Signifikanzniveau von p<0,05 und Bonferroni post-Test berechnet.
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Fir die Analyse des zeitlichen Verlaufs der Genexpression infolge der Stimulation von mono- und
mit Hepatozyten kokultivierten BMDM mit CMVamP (CMV MOS2) wurde die Expression

verschiedener Parameter nach 0, 6, 16, 40 Stunden analysiert (siehe Abb. 6).

In Abb. 6 sind die Ergebnisse nach Stimulation mit CMVamP MOS 2 zusammengefasst. Diese
bestdtigen die oben genannten CMVamP Stimulationsergebnisse fir TNFa, IL-6 und IL-10. So
waren im Intervall 0, 6, 16, 40h die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-6, nach 6h in
Mono-und Kokultur mit der hochsten mRNA Expression nachweisbar. Zum Zeitpunkt 6h war die
MRNA Expression dieser beiden Zytokine in der Kokultur signifikant gegentiber der Monokultur
erniedrigt. Dieses Verhdltnis war als Trend zusatzlich nach 16h und 40h sichtbar, jedoch bei

sinkender mRNA Expression beider Kulturansatze.

Die Expression von IL-10-mRNA war nach CMVamP-Stimulation in der Ko-Kultur leicht erhoht,
allerdings nicht mehr auf einem signifikanten Niveau wie im Vorversuch. Der Verlauf der mRNA
Expression weillt einen Expression Peak in der Messung nach 6h auf. Nach 16h und 40h wird in
beiden Kulturansatzen weniger IL-10 mRNA exprimiert, wobei in der Kokultur weiterhin mehr

MRNA nachweisbar war.

Der Verlauf der mRNA Expression flir IFN-B ergab in der Messung nach 6h die hochste mRNA
Expression flr beide Kulturansidtze und nach 16h eine deutliche mRNA Expressionserniedrigung.

Im Vergleich war in der Kokultur weniger IFN-B mRNA nach 6h und 16h nachweisbar.

Die mRNA Expression der iNOS war im Vergleich zu den bisher genannten Markern langfristig
deutlich erhoht. So war nach 40h eine ahnlich hohe mRNA Expression im Vergleich zur 6h
Messung, und ein mRNA Expressionspeak in der Messung nach 16h nachweisbar. Im Vergleich

waren tendenziell hohere mRNA Konzentrationen in der Kokultur messbar.

Die Chemokine CXCL9 und CXLC10, die eine proinflammatorische Situation durch
Lymphozyteneinwanderung unterstiitzen, waren in der Messung nach 6h am starksten
nachweisbar. In der Messung nach 16h war nur noch eine Konzentration von 20-50% zur 6h
Messung detektierbar. Im Vergleich war die mRNA Expression dieser Marker in der Kokultur leicht
gegeniber der Monokultur erniedrigt. Die Argl-mRNA-Expression war nicht signifikant
unterschiedlich. Hier wies der mRNA Expressionsverlauf eine Steigerung nach 6h mit sehr

niedrigen Konzentrationen bis zur deutlichen mRNA Expression nach 40h auf.
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Messreihe zu verschiedenen Zeitpunkten nach CMV MOS2 Stimulation
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Abb. 6: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten BMDM infolge der
Stimulation mit CMVamP. Unterschiede in der mRNA Expression von TNFa, IL-6, IL-10, IFNB, iNOS, Arg1, CXCL9 und
CXCL10 in mono- und mit Hepatozyten kokultivierten BMDM nach Stimulation mit CMVamP (MOS2) fiir 6, 16 oder 40
Stunden in Relation zur unstimulierten Kontrolle monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte mit Standardfehler aus je 3 unabhéngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden
mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und
Bonferroni post-Test berechnet

Die vorangehend ausgefiihrten Experimente wurden im weiteren Verlauf mit verdnderten
Zeitpunkten durchgefiihrt (siehe Abb. 7), um in der Zusammenschau ein besser zeitaufgel&stes
Bild zum Einfluss der interzellularen Kommunikation von Hepatozyten mit BMDM auf die
CMVamP induzierte Zytokinexpression zu erhalten. Untersucht wurde die Expression

verschiedener Parameter 0, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach Stimulation mit CMVamP (MOS 2).

Die Ergebnisse dieser experimentellen Serie konnten mit etwas Varianz im Wesentlichen, die
bereits in Abbildung 6 zusammengefasste Beobachtung bestatigen, dass insbesondere die CMV
induzierte Expression der Transkripte fiir IL-6, IFNB und CXCL10 unter Bedingungen der Kokultur
reduziert waren. Hingegen waren die TNFa Werte nur leicht erniedrigt. Zusatzlich war die mRNA-

Expression flr CXCL9 in der Ko-Kultur verringert.

Die IL-10 mRNA-Expression war 3 und 6 Stunden nach Stimulation leicht erhoht.
Auch in dieser Zeitreihe ergab sich in Ubereinstimmung mit den vorangehend fiir LPS
ausgefiihrten Befunden, dass unter den gewahlten Bedingungen die durch CMVamP induzierte
MRNA-Expression von TNFa, IL-10, IFNB, CXCL9 und CXCL10 nach sechs Stunden ihr Maximum
erreicht und im weiteren Verlauf dann wieder abnimmt. Interessant ist, dass die durch CMVamP
induzierte Expression des IL-6 Transkriptes in BMDM zwar, wie unter Stimulation mit LPS, ihr
Maximum nach etwa 6 h erreicht, dann jedoch im gesamten Beobachtungszeitraum nur in
Gegenwart von Hepatozyten wieder abnimmt, wahrend die Transkriptkonzentrationen in

monokultivierten BMDM anndhernd unverandert erhoht bleiben.

Dagegen kam es, wie auch weiter oben schon in den Untersuchungen zum Einfluss von
Hepatozyten auf die LPS-induzierte Genexpression in Makrophagen beschrieben, erst zu einem
deutlich spateren Anstieg der Transkripte fiir iNOS und vor allem von Argl. Dabei hatte die
Gegenwart von Hepatozyten im Vergleich zu monokultivierten BMDM auf die durch CMVamP
induzierte Transkriptexpression beider Transkripte in BMDM einen verstarkenden Einfluss. Fir die
Induktion der Expression von Argl war die Gegenwart von Hepatozyten sogar eine Voraussetzung

fiir einen nachweisbaren Anstieg.
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Zweite Messreihe zu verschiedenen Zeitpunkten nach CMV MOS2 Stimulation
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten WT BMDM infolge der
Stimulation mit CMVamP. Unterschiede in der mRNA Expression von TNFa, IL-6, IL-10, IFN8B, iNOS, Arg1, CXLC9 und
CXCL10 in mono- und mit Hepatozyten kokultivierten BMDM nach Stimulation mit CMV (MQS2) fiir 3, 6, 12 oder 24
Stunden in Relation zur unstimulierten Kontrolle monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte mit Standardfehler aus je 5-7 unabhdngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden
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mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und
Bonferroni post-Test berechnet.

In Abb. 8 sind die Ergebnisse der Zytokinbestimmungen auf Proteinebene im Uberstand nach
CMVamP MOS 2 Stimulation dargestellt. Auffillig waren die erhéhten Proteinspiegel von TNFa
und IL-6 in der Ko-Kultur 24h nach Stimulation, welche fir IL-6 nach 24h signifikant erh6ht waren.
Die Differenz zwischen RNA- und Proteinverlauf ist hier wahrscheinlich auf kumulative Effekte in
der Zellkultur zurickzufihren. Die Beobachtung, dass insbesondere die IL-6 Konzentration unter
Bedingungen der Kokultur im Verlauf héher war als in der Monokultur mag auch auf die Tatsache
zuriickzufihren sein, dass Hepatozyten eine Reihe von Proteinen sezernieren, die als Protease-
Inhibitoren oder Zytokin-stabilisierende Proteine fungieren, welche das sezernierte Protein
starker vor einer Degradierung schiitzen. Passend zu den Vorergebnissen sind die erhéhten IL-10
Proteinlevel in der Ko-Kultur, sowie der signifikant erniedrigte IFNB-Spiegel 24 Stunden nach

Stimulation.
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Abb. 8: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Proteinexpression von kokultivierten BMDM infolge der
Stimulation mit CMVamP. Uberstandsmessung mittels ELISA und Multiplexmessung. Zeitpunkte 0,6,12,24 Stunden nach
CMV-Stimulation. Stimuliert wurde mit CMVamP (Multiplicity of Stimulation: MOS2 = Ergebnis von zwei UV-inaktivierten
Infektionspartikel zu einem BMDM,).. Die Messergebnisse sind in Bezug auf die Protein Expression einer unstimulierten
Kontrollgruppe monokultivierter BMDMs in Prozent gesetzt. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit
Standardfehler aus je 3 unabhéngigen Messungen pro Gruppe und Zeitpunkt. Signifikante Unterschiede sind mit *
gekennzeichnet, die Berechnung erfolgte per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05
und Bonferroni post-Test.
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3.3 Vergleich der BMDM Reaktion nach CMVamP MOS2 und LPS 10ng/ml

Stimulation

In der Versuchsreihe mit verschiedenen Stimulanzien und Stimulationsdosen, veranschaulicht in
Abb. 2 und Abb. 5, sind deutliche Unterschiede in der mRNA IL-10 Expression im Vergleich

zwischen CMVamP und LPS Stimulation zu erkennen.

Um eine Vorstellung zu den Unterschieden zu gewinnen, die sich unter den gewahlten
Untersuchungsbedingungen zwischen dem bakteriellen Pathogen LPS und einer Stimulation mit
CMVamP herausstellen lassen, sollen die vorangehend ausgefiihrten Ergebnisse im Folgenden
vergleichend gegeniibergestellt werden. Dabei ist zu berlicksichtigen und bewusst, dass hier ein
isoliertes bakterielles Pathogen mit einem ganzen viralen Pathogenmuster verglichen wird und
dass fiir eine bessere Vergleichbarkeit, auch weitergehende Zeit- sowie Konzentrationsreihen

erforderlich waren.

Besonders féllt im Vergleich der beiden Stimuli auf, dass unter den gewahlten Bedingungen die
Stimulation von Makrophagen mit CMVamP eine im Vergleich zu LPS deutlich hohere Expression
von Genen wie IL-10, IFNB, iNOS, CXCL9 und CXCL10 hervorruft Im Gegensatz hierzu induziert die
Stimulation mit LPS vor allem die Expression von Genen wie TNFa und IL-6 sowie Argl wahrend
diese durch CMVamP ungleich schwéacher induziert werden. Interessant in diesem Kontext ist
auch, dass Hepatozyten auf die Reaktion von Makrophagen auf Stimulation mit viralen
Pathogenen wie CMVamP einen vergleichsweise geringen Einfluss haben, wahrend Hepatozyten
die Reaktion von Makrophagen auf LPS in den gewahlten Konzentrationen sehr viel ausgepragter
beeinflussen. Dies kann an der bereits antiinflammatorischen Beeinflussung der Pathogene des
Cytomegalievirus liegen. So verstarkt die Gegenwart von Hepatozyten die LPS induzierte
Expression von Genen wie IL-10, Argl oder iNOS, wahrend die Induktion der Expression von IL-6
oder TNFa in Makrophagen durch Hepatozyten deutlich reduziert wird. Im Gegensatz hierzu ist
der verstarkende Effekt von Hepatozyten auf die CMVamP induzierte Expression von IL-10 und
iNOS zwar in Teilen signifikant, fallt jedoch im Hinblick auf die Amplitude deutlich schwacher aus.

Vergleichbares gilt flir die reduzierte Expression der Gene CXCL9 und 10.
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mRNA Expressionsvergleich zwischen CMV MOS 2 und LPS 10ng/ml Stimulation
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Abb. 9: Gegeniiberstellung der mRNA Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach CMVamP und LPS Stimulation.
Infektion mit CMVamP MOS 2 (blau/hellblau) oder LPS 10ng/ml (rot/gelb). Die Messergebnisse sind in Bezug auf die
mMRNA Expression einer unstimulierten Kontrollgruppe monokultivierter BMDMs in Prozent gesetzt. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler aus je 3 unabhdngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante
Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, die Berechnung erfolgte per two way Anova Varianzanalyse mit einem
Signifikanzniveau von p<0,05 und Bonferroni post-Test. Es wurden nur Signifikanzen zwischen CMVamP und LPS
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Stimulation gleicher Kulturen bei unterschiedlicher Stimulation (beide Mono- bzw. Kokultur) dargestellt. Weitere
Signifikanzen zwischen Mono- und Kokultur der gleichen Stimulanz sind den Vorabbildungen zu entnehmen.

3.4 Einfluss der Hepatozyten auf die Oberflaichenexpression von

Markerproteinen die auf eine Verdanderung des Aktivierungszustandes von

BMDM hinweisen.

Abb. 10 beinhaltet die mittlere Fluoreszenzintensitat fir verschiedene Oberflichenmarker der
BMDMs. Hierflir wurden BMDMs (ber verschiedene Zeitrdume 2, 3, 4 und 6 Tage mono- oder
kokultiviert und ohne Stimulation das Oberflaichenmarkerprofil analysiert. Aufgrund des

fehlenden FC-Rezeptor Blocks sind die Aussagen bedingt aussagekraftig.

Um die Hypothese, dass eine Kokultivierung der Makrophagen mit primaren Hepatozyten das
Oberflachenrezeptorenprofil verandert, zu untersuchen, sind die Wildtypdaten von Interesse.
Man erkennt signifikant erhéhte LY6GC- und CD11c-Oberflachenrezeptoren nach zwei Tagen Ko-
Kultur. Keine signifikanten Rezeptorexpressionsanderungen waren unter den gewadhlten
experimentellen Bedingungen sowie unter den oben beschriebenen Analyseverfahren fir

folgende Rezeptoren: CD163, CD206, TLR4 und MHCII nachweisbar.
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Messreihe Expression Oberflachenrezeptoren nach verschiedenen Kulturzeiten ohne
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Abb. 10: Expression der Oberflichenmarker nach verschiedenen Kulturzeiten ohne Stimulation. Die Messung der
mittleren Fluoreszenz-Intensitdt (MFI) erfolgt mittels FACS Analyse (2.2.102.1.5). Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte mit Standardfehler aus je 5-7 unabhdngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden
mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und
Bonferroni post-Test berechnet
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3.5 Auswirkung der Dauer des Einflusses von Hepatozyten auf die Funktion wie

auch den Aktivierungszustand von BMDMs

Die Ergebnisse der vorangehend ausgefiihrten Untersuchungen legen nahe, dass Hepatozyten
Pathogen-abhangig die Funktion von BMDM beeinflussen. In weiterfiihrenden Versuchen sollte
nun Uberprift werden, ob die Dauer der interzelluliren Kommunikation von Hepatozyten mit
BMDM Auswirkung auf die Anderung der Makrophagenfunktion auf Stimulation mit Pathogenen
hat.

In Abb. 11 und Abb. 12 sind die mRNA-Expressionslevel der Mono- und Ko-Kultur sechs Stunden
nach Stimulation mit CMVamP MOS2 oder LPS (10ng/ml) nach verschieden Kulturzeiten von 2, 24,
48 und 72 Stunden vor Stimulation abgebildet. Die Kulturzeiten beziehen sich auf den Zeitraum
Uber den die Zellen vor der Stimulation kultiviert wurden. Die Stimulation mit entweder CMVamP
oder LPS erfolgte dann fir weitere 6 Stunden. Dementsprechend ist die kumulative Kulturzeit

sechs Stunden langer als die Kulturzeit pra-stimulationem, Siehe Tabelle 4.

Tabelle 4: Kulturzeiten

Kulturzeit pra- | + 6 Stunden post- Kulturzeit insgesamt: (Kulturzeit pra-
stimulationem stimulationem stimulationem + 6 Stunden post-

stimulationem)

2 Stunden + 6 Stunden = 8 Stunden

24 Stunden + 6 Stunden =30 Stunden
48 Stunden + 6 Stunden =54 Stunden
72 Stunden + 6 Stunden =78 Stunden

Im Folgenden wurden die Kulturzeiten pra-stimulationem abgebildet

Abb. 11 fasst die Ergebnisse fiir die mRNA-Expressionslevel nach CMVamP Stimulation zusammen.
Insgesamt machen die Ergebnisse dieser Untersuchungen deutlich, dass unter den gewahlten
experimentellen Bedingungen die Kokultur mit Hepatozyten die Reaktion von BMDM auf CMV
assoziierte Pathogenmuster vergleichsweise wenig zu beeinflussen scheint. Auch kommt es unter
verlangerter Kokultur von 48 und 72 Stunden (iberwiegend zu einem Verlust eines nach 24

Stunden noch darstellbaren signifikanten Einflusses der Kokultur auf die Reaktion von BMDM auf
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CMVamP. Entsprechend ist der bereits oben beschriebene, verstirkende Einfluss von
Hepatozyten auf die CMVamP induzierte IL-10 Expression ebenso wie die Heraufregulation der
Expression von fiir die iNOS kodierenden Transkripten nur nach 24 h Kokultur so zu beobachten,
dass gemessene Unterschiede signifikant sind. Fir alle anderen untersuchten Transkripte gilt, dass
gemessene Unterschiede allenfalls tendenziell sind, jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichen.
Bei den TNFa, IL-6 und 1l-10 Messungen ist auffallig, dass nach zwei Stunden Kokultur Zeit keine

signifikante Veranderung der mRNA Expression zwischen Mono- und Kokultur nachweisbar ist.
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Messreihe fiir verschiedene Kulturzeiten vor Stimulation mit CMV MOS 2
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Abb. 11: mRNA Expressionsmuster von monokultivierten vs. kokultivierten BMDMs, sechs Stunden nach CMVamP
Stimulation zu jeweils verschiedenen Ko-/Kulturdauern (2, 24, 48, 72 Stunden). Stimuliert wurde mit CMVamP
(Multiplicity of Stimulation: MOS2 = Ergebnis von zwei UV-inaktivierten Infektionspartikel zu einem BMDM). BMDMs.
Die Messergebnisse sind in Bezug auf die mRNA Expression einer unstimulierten Kontrollgruppe monokultivierter
BMDMis in Prozent gesetzt.

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit einem Standardfehler aus je 3-5 unabhéngigen Messungen pro
Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem
Signifikanzniveau von p<0,05 und Bonferroni post-Test berechnet.
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Abb. 12 stellt die mRNA-Expression sechs Stunden nach LPS-Stimulation zu verschiedenen

Kulturzeiten pra-stimulationem dar.

Im Kontext der LPS Stimulation dndert sich das Bild nachhaltig. So haben Hepatozyten einen
deutlich und signifikant verstarkenden Einfluss auf die Expression von IL-10, iNOS, CXCL10 und
IFNB wahrend der Expression von TNFa signifikant reduziert wird. Dieser Einfluss scheint fur
TNFa, iNOS sowie CXCL10 auch anndhernd nach 72 Stunden Kokulturzeit zu gelten. Hingegen
nimmt die LPS induzierte IL-10 mRNA Expressionssteigerung in der Kokultur mit der Dauer der

Kokulturzeit wieder ab.

Ebenfalls war auch nach LPS Stimulation bei einer Kokulturzeit von 2h keine signifikanten mRNA

Expressionsunterschiede fiir die Marker TNFa, IL-6 und IL-10 nachweisbar.

Auch wenn, wie bereits oben ausgefiihrt, die hier ausgefiihrten Experimente keinen belastbaren
Vergleich zulassen legen diese Ergebnisse nahe, dass die Reaktion auf von CMV abstammende
Pathogene im Vergleich zu LPS wenig durch die Prasenz von Hepatozyten beeinflusst wird. So wird
nur die durch CMV hervorgerufene IL-10 Expression im gesamten Verlauf durch die Prasenz von
Hepatozyten zumindest tendenziell und zu frilhen Zeitpunkten auch Signifikant durch die
Anwesenheit von Hepatozyten verstarkend beeinflusst. Hingegen fiihrt eine LPS Stimulation
zumindest im Hinblick auf IL-10, INOS aber auch TNFa, IFNB und CXCL10 zu signifikant

verschiedenen Reaktionen, welche ebenfalls auch bei langeren Kokulturzeiten nachweisbar sind.
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Messreihe fiir verschiedene Kulturzeiten vor Stimulation mit LPS 10ng/ml
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Abb. 12: mRNA Expressionsmuster von monokultivierten vs. kokultivierten BMDMs, sechs Stunden nach LPS Stimulation
zu jeweils verschiedenen Ko-/Kulturdauern (2h, 24h, 48h, 72h). Stimuliert wurde mit 10 ng/ml LPS. Die Messergebnisse
sind in Bezug auf die mRNA Expression einer unstimulierten Kontrollgruppe monokultivierter BMDMs in Prozent gesetzt.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit einem Standardfehler aus je 3-5 unabhdéngigen Messungen pro
Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem
Signifikanzniveau von p<0,05 und Bonferroni post-Test berechnet.
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3.6 Einfluss des VLDL Rezeptor Knock-Outs auf die Reaktion und

Differenzierung der BMDMs

Die Hypothese, dass der VLDL-Rezeptor eine wichtige Funktion fir die Kommunikation und damit
fur die Beeinflussung der Makrophagen darstellt, wurde anhand von zwei Versuchen Uberprift.
Dies erfolgte zum einen Uber die Abb. 13 und Abb. 14 in dargestellten Stimulationsversuche und

zum anderen Uber die in Abb. 15 dargestellte Oberflachenanalyse.

Die Stimulationsergebnisse sind in Abb. 13 und Abb. 14 abgebildet, in griin die Wildtyp- und in
blau die VLDL-Rezeptor-Knock-Out BMDM mMRNA Expressionswerte.
Betrachtet man die VLDL Rezeptor Knock-Out BMDMs erkennt man deutliche Unterschiede in der
MRNA-Expression zwischen der Mono- und Ko-Kultur. Signifikant erniedrigt ist die mRNA
Expression in der Ko-Kultur von IL-6, IFNB, CXCL9 und CXCL10. Signifikant erhoht ist die mRNA
Expression in der Ko-Kultur fir iNOS und Argl.

Vergleicht man die Wildtyp-Reaktionen mit den VLDL-Rezeptor Knock-Out Reaktionen waren nach
2 Tagen Kulturdauer und CMVamP MQS2 Stimulation keine signifikanten Unterschiede der mRNA-

Expression nachweisbar.
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Messreihe zu verschiedenen Zeitpunkten nach CMV MQOS 2 Stimulation in WT
und VLDL Rez. KO BMDMs
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten WT und VLDL-
Rezeptor knock out BMDM infolge der Stimulation mit CMVamP. Unterschiede in der mRNA Expression von TNFa, IL-6,
IL-10 und IFNB in mono- und mit Hepatozyten kokultivierten BMDM nach Stimulation mit CMVamP (MQS2) fiir 3, 6, 12
oder 24 Stunden in Relation zur unstimulierten Kontrolle monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte mit Standardfehler aus je 5-7 unabhéngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden
mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und
Bonferroni post-Test berechnet.
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Messreihe zu verschiedenen Zeitpunkten nach CMV MQOS 2 Stimulation in WT
und VLDL Rez. KO BMDMs
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Abb. 14: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Hepatozyten auf die Genexpression von kokultivierten WT und VLDL-
Rezeptor knock out BMDM infolge der Stimulation mit CMVamP. Unterschiede in der mRNA Expression von iNOS, Arg1,
CXCL9 und CXCL10 in mono- und mit Hepatozyten kokultivierten BMDM nach Stimulation mit CMV (MQS2) fiir 3, 6, 12
oder 24 Stunden in Relation zur unstimulierten Kontrolle monokultivierter BMDM. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte mit Standardfehler aus je 5-7 unabhdngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden
mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und
Bonferroni post-Test berechnet.
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Die Oberflachenrezeptoranalyse in Abb. 15 prasentiert in griin die Wildtyp und in blau die VLDL
Rezeptor Knock-Out BMDM Ergebnisse. Auch hier wurden die Experimente ohne Fc Block
durchgefihrt und sind damit nur bedingt verwertbar. Man erkennt deutliche Unterschiede in der
Rezeptorexpression zwischen Mono- und Kokultivierten VLDL Rezeptor Knock-Out BMDMs.

Signifikant erhoht ist die Rezeptorexpression des LY6G, CD11c und CD163.

Vergleicht man die Wildtyp Rezeptorexpression mit der VLDL Rezeptor Knock-Out Expression nach
verschiedenen Kulturzeiten ohne Stimulation, sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den

jeweiligen Mono- oder Ko-Kulturen zu ermitteln.
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Stimulation, WT und VLDLRez. KO BMDMs

Messreihe Expression Oberflachenrezeptoren nach verschiedenen Kulturzeiten ohne
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Mittelwerte mit Standardfehler aus je 5-7 unabhdngigen Messungen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede wurden
mittels * gekennzeichnet und per two way Anova Varianzanalyse mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 und

mittleren Fluoreszenz-Intensitédt (MFI) erfolgt mittels FACS Analyse (2.2.102.1.5). Dargestellt sind die arithmetischen
Bonferroni post-Test berechnet

Abb. 15: Expression der Oberflichenmarker nach verschiedenen Kulturzeiten ohne Stimulation. Die Messung der



4 Diskussion

Um den Einfluss der Ko-Kultur zwischen Hepatozyten und BMDMs zu untersuchen, wurde das in

der Arbeitsgruppe validierte Ko-Kultursystem genutzt.

Das in-vitro Ko-Kultur System erlaubt die vereinfachte Untersuchung der interzelluldren
Kommunikation von Hepatozyten mit Makrophagen Uber I6sliche Mediatoren. Eine direkte Zell-
Zell Interaktion wird durch die Ko-Kultureinsatze verhindert. In diesem Modellsystem lassen sich
relevante Prozesse demaskieren und mit hoher Vergleichbarkeit untersuchen. Diese
Vereinfachung und das in vitro System sind Ndherungen an die sehr viel komplexere in vivo
Situation. Ein Vorteil der Untersuchung am Mausmodell ist das Vorhandensein von gentechnisch
veranderten Modellen. Hierdurch ist es moglich, den Einfluss einzelner Molekiile oder Rezeptoren
zu untersuchen. Inwieweit die hier untersuchten Mechanismen auf den Menschen Ubertragbar
sind, muss im Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen geklart werden. Anzumerken ist in
diesem Zusammenhang jedoch, dass unter anderem im Bereich der angeborenen Immunitat eine
Reihe von Signalwegen sowie zelluldre Funktionen und regulatorische Prinzipien Uber
Speziesgrenzen hinweg, bemerkenswert hochgradig konserviert sind. Dies gilt flir eine Reihe an
Zytokinen wie beispielsweise die IL-6 Typ Zytokine aber auch TNFa, IL-1b oder IL-10 genauso wie
fir die Funktion verschiedener Immunzellpopulationen. Auf Ebene der intrazelluldren
Signallbertragung gilt dies moglicherweise in noch viel hoheren Umfang. So ist zum Beispiel die
p38 Mitogen-aktivierte Protein Kinase und die durch sie vermittelte Signallbertragung

evolutionar hochgradig konserviert.

4.1 Einfluss der Hepatozyten auf die Reaktion von BMDMs nach CMVamP und

LPS Stimulation

Wie Eingangs bereits beschrieben, libernehmen Makrophagen nicht nur Aufgaben in der Abwehr
gegen eindringende Pathogene, sondern spielen auch eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung
der Homostase sowie in Reparatur- und Regenerationsprozessen. Im Kontext der Immunantwort
sind sie nicht nur als Komponente des angeborenen Immunsystems zentral fiir die Abtétung und
Elimination von Pathogenen, sondern spielen auch eine relevante Rolle als Schnittstelle zwischen
angeborener und adaptiver Immunantwort. Noch unveroffentlichte Arbeiten der Arbeitsgruppe
legen nahe, dass bestimmte Makrophagenpopulationen durch Hepatozyten in ihrem
Aktivierungszustand signifikant beeinflusst werden und das sich dies auch in einer veranderten

Reaktion auf Pathogene niederschldgt. So wird insbesondere die durch LPS induzierte Expression
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und Produktion von Genen wie IL-10 oder IFNB aber auch von solchen wie Argl durch
Hepatozyten signifikant verstarkt, wahrend die Expression anderer Gene wie TNFa gehemmt wird

(Wolf, 2015 sowie Wolf und Bode, noch unveroffentlichte Daten).

Die erhobenen Daten dieser Arbeit nach LPS Stimulation basieren auf einer hdheren
Makrophagendichte. Die damaligen Versuche basierten auf einer 50% niedrigeren BMDM Dichte
von 100.000 BMDM pro Ko-Kultureinsatz bzw. einem Makrophagen-Hepatozyten Verhaltnis von
1/8, welches sich in etwa an den Verhéltnissen in der Leber unter physiologischen Bedingungen
orientiert. Auch mit der doppelten Dichte bzw. dem doppelten Makrophagen-Hepatozyten
Verhidltnis reagierten die kokultivierten BMDMs vorwiegend anti-inflammatorisch und weniger
pro-inflammatorisch. Dies belegt vor allem die signifikant erhohte IL-10 mRNA sowie
Proteinspiegel, sowie die signifikant reduzierten TNFoo mRNA und Proteinspiegel. Auch nach LPS
Stimulation kommt es zu einer erhéhten iNOS mRNA Produktion, die primar als inflammatorisch
zu werten ist. Die ebenfalls verzogert erhdhte Arginase in der Kokultur im Verlauf, die man als
direkten Gegenspieler der iNOS sehen kann, kdnnte nach einer gewissen Zeit die initiale
proinflammatorische Reaktion der iNOS durch Verbrauch des gemeinsamen Substrats des
Arginins reduzieren. Weniger leicht zu interpretieren sind die Verlaufe des IL-6 Zytokins sowie der
Chemokine CXCL9 und CXCL10. Insgesamt bestdtigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten die
bekannten Vordaten und weisen eine insgesamt antiinflammatorische Reaktion auf mRNA und
teilweise Proteinebene nach LPS Stimulation im Rahmen einer Makrophagen-Hepatozyten

Kokultur nach.

Da Daten aus einem viralen Stimulationskontext im Rahmen dieser Ko-Kultur bisher fehlten,
wurden Stimulationsversuche mit abgetotetem cmv durchgefihrt.
Auch im viralen Stimulationskontext ist eine Veranderung der Zytokin Reaktion von TNFa, IL-6,
CXCL9, CXCL10, IFNB und IL-10 der BMDMs in Anwesenheit der Hepatozyten auf mRNA-Ebene
und teilweise Proteinebene zu erkennen. Im Detail war das anti-inflammatorisch wirksame
Zytokin IL-10 in der Kokultur auf mRNA- und Proteinebene erhéht und die mRNA-Expression der
pro-inflammatorischen Zytokine TNFa und IL-6 sowie des Chemokines CXCL 10 waren jeweils in
der Ko-Kultur signifikant erniedrigt. Ebenfalls war IFNB als antivirales Zytokin signifikant in der Ko-
Kultur auf mRNA und Proteinebene erniedrigt. Insgesamt war die Stirke der Anderung zwischen
der Mono- und der Kokultur im Vergleich zu LPS stimulierten Versuchen jedoch geringer
nachweisbar. Aus den vorliegenden Daten lasst sich auf einen eher anti-inflammatorischen und
proviralen Aktivierungszustand der BMDMs in der Kokultur interpretieren. Im Kontext der
Literatur fuhrt die verringerte Abwehrreaktion zu weniger Kollateralschaden (Tang-Feldman et al.,

2011). Dies verhindert eine UberschieRende Immunreaktion und damit einhergehende
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Leberschaden. Die zugrundeliegende Reaktionsbeeinflussungen deuten im Rahmen der
wissenschaftlichen Erkenntnisse zusatzlich auf eine pro-virale Reaktion hin. Zwar konnten
Feldmann et al. in kurzer zeitlicher Auflésung keine Reduktion der Viruslast bei IL-10 Knock-Out
Mausen feststellen, jedoch legen andere Arbeiten nahe, das IL-10 ein wichtiges Zytokin in der
Beeinflussung des Cytomegalievirus darstellt. In vitro Versuche wiesen nach, dass ein durch
Cytomegalievirus erhodhter IL-10 Spiegel die Antigenprdsentation Uber eine Herunterregulation
der MHC-II Rezeptoren auf Makrophagen hemmt (Redpath et al., 1999). Ebenfalls konnte gezeigt
werden, dass IL-10 relevant die Quantitative Produktion der Memorie-T-Zellen hemmt, und damit
das Virus in der Latency Phase geschiitzt wird (Jones et al., 2010). Ebenfalls konnte in in vivo
Versuchen herausgestellt werden, dass IL-10 Knock-Out Mause starkere Krankheitssymptome
haben, bei gleichzeitig reduzierter Viruslast (Oakley et al., 2007). Dies verdeutlicht im Kontext
einer Cytomegalieinfektion die zweifache Funktion des IL-10, welches zum einen
antiinflammatorisch und zum anderen proviral wirkt. Dementsprechend wirkt der Einfluss der
Hepatozyten auf die Makrophagen, auch im Cytomegalievirus Stimulationssetting

antiinflammatorisch und proviral.

Die Ergebnisse der Arbeit ergaben zusatzlich eine signifikante Reduktion der IFNf mRNA
Konzentration in der Ko-Kultur. Diese Ergebnisse waren auch auf Proteinebene nachweisbar. IFNB
spielt als eines der wesentlichen antiviralen Zytokine eine bedeutsame Rolle in der Reaktion auf
eine virale Infektion. Im Einklang mit der Literatur kann man bei den vorliegenden erniedrigten
IFNB mRNA und Proteinkonzentration nach CMVamP Stimulation in der Kokultur von einer
verringerten antiviralen Reaktion ausgehen (Gresser, 1990, Boehme et al., 2004). Daraus kann
man auf eine durch die Hepatozyten entstandene permissivere Situation fir das Cytomegalovirus

schlieRen.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Reduktion der TNFa mRNA Produktion in der Kokultur nach
CMVamP Stimulation bekraftigt die These, das unter Anwesenheit der Hepatozyten die
Makrophagen weniger inflammatorisch reagieren (Beutler and Cerami, 1987). Frithe Daten
wiesen einen antiviralen Effekt von TNFa nach, welcher durch eine direkte selektive Eliminierung
infizierter Zellen entstand (Wong and Goeddel, 1986). Vorhandene Arbeiten legen nahe, dass
TNFa in der Immunreaktion speziell auf das Cytomegalievirus eine wichtige Rolle spielt und ein
Verlust des endogenen TNFa eine provirale Situation bedingt (Pavi¢ et al.,, 1993) . Auf
Proteinebene konnte in dieser Arbeit jedoch kein signifikanter Unterschied zwische Mono- und
Kokultivierten Makrophagen in der TNFa Produktion nachgewiesen werden. Dementsprechend ist
eine endglltige Einordnung, in welche Richtung die Beeinflussung der Makrophagen geht,

aufgrund des TNFa Zytokins nicht moglich.
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IL-6 ist ein pleiotropes Interleukin. In der Kokultur wurde die mRNA signifikant vermindert
produziert. Vorarbeiten konnten den Akut-Phase aktivierenden Effekt des Interleukins
nachweisen (Gauldie et al., 1987). Auf Proteinebene ergab sich in unseren Versuchsreihen nach
24 Stunden ein signifikante IL-6 Protein Erhéhung, die im Gegensatz zu der signifikant erniedrigten
MRNA Spiegeln nach sechs Stunden steht. Hierfiir kdnnte posttranskriptionelle Einfliisse
verantwortlich sein, weshalb keine klare Aussage zum Einfluss der Kokultur auf die IL-6 Spiegel

nach CMVamP gemacht werden kann.

CXCL9 und CXCL10 dienen als Chemokine, welche Lymphozyten an den Ort der Entziindung leiten.
Sollten die signifikant erniedrigten CXCL10 mRNA Spiegel in der Kokultur eine verringerte T-Zell
Rekrutierung an den Ort der Entziindung bzw. der stimulierten Zellen bedingen, fihrt dies zu
einer verringerten antiviralen und antiinflammatorischen Kapazitat und einem eher proviralen
Zustand der durch die Hepatozyten-Makrophagen Kokultur ausgelost wird. Vorangegangene
Versuche konnten jedoch keine Unterschiede der Virusbeseitigung bzw. des Uberlebens von

CXCL10 bzw. CXCL9 bzw. CXCR3-Rezeptor depletierten Mausen feststellen (Hokeness et al., 2007).

Die iNOS wurde friih als wichtiger Bestanteil der Abwehr der MCM Viren in der friihen Phase der
Infektion identifiziert. INOS Knock Out Mause verstarben haufiger und es wurden hohere MCMV
Titer in den Organen nachgewiesen. Ebenfalls konnte in Versuchen herausgearbeitet werden,
dass bei iINOS Knock Out Mausen die Viruspersistenz weniger gestort ist (Tanaka and Noda, 2001).
Neuere Arbeiten schreiben der iNOS zusatzlich modulierende Effekte von Immunzellen zu, welche
sekundar die Immunreaktion (ber Beeintrachtigung der T-Zellpopulation abschwéachend
beeinflussen (Daley-Bauer et al., 2012, Mao et al., 2013). In der vorliegenden Kokultur war die
iNOS mRNA vor allem zu spateren Zeitpunkten post-stimulationem signifikant erhéht. Im Kontext
der oben aufgefiihrten Arbeiten ist dies eine antivirale und eher proinflammatorische

Komponente.

Zusammenfassend reagieren die Makrophagen im Kontext der Ko-Kultur nach CMVamP
Stimulation in Richtung einer antiinflammatorischen und virus-permissiven Situation.
Das anti-viral wirksame IFN ist signifikant erniedrigt. Gleichsam abnehmend ist die CXCL10 mRNA
Expression. Die pro-inflammatorische TNFa mRNA Expression ist in der Ko-Kultur im Vergleich zur
Monokultur erniedrigt, wobei weitere Uberstandsanalysen auf Proteinebene benétigt werden zur
weiteren Einordnung. Das anti-inflammatorisch und pro-viral wirksame IL-10 ist, trotz erniedrigter
IFNB Expression, erhoht. Damit ist im Kontext der Ko-Kultur nach CMVamP Stimulation die anti-
virale Antwort der BMDMs geschwacht und eine inflammatorische Reaktion gedampft (Tang-
Feldman et al.,, 2011, Jones et al., 2010, Oakley et al., 2007). Hier wirken Hepatozyten und

Cytomegalievirus gleichsam. Der Hepatozyt sowie das Cytomegalievirus wird durch eine erhdhte
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IL-10 und erniedrigte IFNB Produktion laut Literatur geschiitzt. Weitere Versuche in einem
Infektionssetting sind notwendig, um die neue These zu bekraftigen, dass die Hepatozyten und
das Cytomegalievirus gleichsam die Makrophagenreaktion in Richtung einer Viruspermission und

antiinflammatorischen Reaktion beeinflussen.

4.2 \Vergleich der BMDM Reaktion nach CMVamP und LPS Stimulation

Die unterschiedlichen mRNA-Expressionen in Reaktion von Makrophagen auf die verschiedenen
Stimulanzien gelten nur fir die vorliegenden Konzentrationen, den Virusstamm und das
verwendete LPS. Damit ist die Aussagekraft und Vergleichbarkeit durch die gewahlten
experimentellen Bedingungen begrenzt.
Die im Vergleich (zu den CMVamP Ergebnissen) konstanter zu reproduzierenden LPS-
Versuchsergebnisse, lassen sich moglicherweise durch eine homogenere Stimulation erklaren. LPS
ist ein definiertes kleines Molekiil, welches Gber gut untersuchte Rezeptoren in den Zellen, die
alle erforderlichen Rezeptoren und Ko-Rezeptoren exprimieren eine ebenfalls weitestgehend gut
verstandene intrazellulare Signaliibertragung hervorruft. Im Gegensatz dazu liegt mit dem UV-
inaktivierten Cytomegalievirus ein nur begrenzt standardisierter Stimulus vor, dessen
Pathogenmuster sich aus variablen Bestandteilen zusammensetzt, und entsprechend die
verschiedenen an der Erkennung beteiligten Rezeptorstrukturen unterschiedlich stark aktiviert.

Dadurch kann eine hohere Varianz der Reaktionen bedingt sein.

Ebenfalls wird es im direkten Vergleich deutlich, dass die Stimulation mit CMVamP zu einer
deutlich verschiedenen Zytokinreaktion fiihrt. So waren speziell die IL-10, IFNB, iNOS, CXCL9 und
CXCL10 mRNA Spiegel erhoht. Im Vergleich dazu waren nach LPS Stimulation unabhangig von
Mono-oder Kokultur die TNFa und IL-6 sowie Arginase 1 mRNA Spiegel deutlich erhoht. Aufgrund
der vorliegenden Daten kann man argumentieren, dass das Cytomegalievirus auch ohne Infektion
des Makrophagen, diesen antiviral reagieren lasst. Die Reaktion nach CMVamP Stimulation
konnte bei dem stark erhohten IL-10 und stark erniedrigten TNFa Spiegel, im Vergleich zur LPS
Stimulation zusatzlich eher als antiinflammatorisch angesehen werden. Dementsprechend kdnnte
die durch den Hepatozyten verfligbare antiinflammatorische Kapazitat kaum noch ausreichen, um
die Makrophagen von einem antiinflammatorischen Grundzustand noch signifikant starker
antiinflammatorisch reagieren zu lassen. Diese These wiirde ebenfalls die inkonstanteren
Kokulturversuche erklaren, in denen bei manchen das Signifikanzniveau erreicht wurde und in

manchen nicht. Wie wir in der Kokultur jedoch nachweisen konnten, hat der Hepatozyt weiterhin
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einen signifikanten Einfluss auf die Reaktion. Dieser ist im Vergleich mit der LPS Stimulation aber

deutlich schwacher ausgepragt.

Unterschiedliche Ausprdagung der Zytokin- und Chemokinreaktion sind teilweise durch die
Literatur in Kontext zu setzen. So konnte flr das menschliche Cytomegalie Virus gezeigt werden,
dass das envelop glykoprotein B (gB) ausreichend ist, um eine IRF3 abhdngige Interferon Typ |
Produktion zu aktivieren (Boehme et al., 2004). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass im Murinen
System, dass UV-inaktiviertes MCMV ebenfalls die Expression von IFNf mRNA induziert (Ehlting et
al., 2016, Le et al., 2008b). Ubertragt man dies auf die vorliegenden Ergebnisse mit MCMYV, ist die
signifikant erhohte Expression von IFNB mRNA nach CMVamP Stimulation gegeniiber LPS-
Stimulation nachzuvollziehen. IFNB wird in hohem Male zusatzlich von den Hepatozyten
produziert und spielt als verstarkender Regulator fiir die IL-10 Produktion eine wichtige Rolle
(Ehlting et al., 2011, Petrasek et al., 2011).
Im Einklang mit den erhéhten IFNB mRNA Expressionswerten nach CMVamP Stimulation stehen
die erhohten IL-10 mRNA Expressionswerte nach CMVamP Stimulation im Vergleich zu den IL-10
MRNA Expressionswerten nach LPS Stimulation. Zusatzlich ist in der Literatur eine gezielte
Hochregulation des IL-10 und damit der Ausnutzung des IL-10 immunmodulatorischen Effekts
durch das Cytomegalievirus beschrieben (Spencer et al., 2002, Slobedman et al., 2009, Avdic et al.,
2016). IL-10 hat entscheidenden Einfluss auf die Viruspersistenz und AusmaR der virusbedingten
Krankheitslast (Brooks et al., 2006, Oakley et al., 2007, Jones et al, 2010).
Die generell erhéhten IL-10 Zytokinwerte nach CMVamP Stimulation im Gegensatz zur LPS-
Stimulation kénnen die erniedrigten TNFa- und IL-6 Konzentrationen im Vergleich erklaren. Laut
Literatur hemmt IL-10 die pro-inflammatorische Reaktionen, unter anderem die TNFa, IL-6, CXCL9
und CXCL10 Produktion (Knolle et al., 1995, Tang-Feldman et al., 2011). Allerdings sind die
Chemokine CXCL9 und CXCL10, trotz des potentiell hemmenden Einflusses des stark erhohten IL-
10, nach CMVamP Stimulation im Vergleich zur LPS Stimulation erhoht. Dies lasst eine starke

Aktivierung der Chemokine durch die CMVamP Stimulation vermuten.

Die Erhohung der Chemokin mRNA auf die CMVamP Stimulation bedingt eine vermehrte
Lymphozytenmigration und damit potentiell verstarkte Entziindungsreaktion bzw. antivirale
Situation. Sekundar profitiert das Cytomegalievirus durch die erhéhte Lymphozytenmigration,
indem es die einwandernden Immunzellen zur Dissemination nutzt (Saederup et al., 1999, Jackson

and Sparer, 2018).

Mit der Literatur im Einklang (Ehlting et al., 2016) scheint es ausreichend, dass UV-inaktivierter
Virus die BMDMs und Hepatozyten stimuliert, um eine Vielzahl von Reaktionen zu aktivieren.

Diese Reaktionen sind vorwiegend anti-viral und antiinflammatorisch. Anti-viral ist die, Gber beide
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Kulturansatze hinaus, signifikant erhohte IFNB Antwort, die nicht infizierte benachbarte Zellen in
einen protektiven Zustand versetzt. Zusatzlich kann das Virus Uber Stickstoffradikale, durch die
aktivierte iNOS, bekdampft werden. Die Chemokine CXCL9 und CXCL10 locken weitere
Immunzellen an den Ort der CMV-Erkennung, um die Immunantwort zu unterstiitzen.
Pro-viral bzw. gewebeprotektiv wirkt hingegen das stark erhohte anti-inflammatorische IL-10
sowie die niedrigen pro-inflammatorischen TNFa und IL-6 Spiegel im Vergleich zur LPS
Stimulation. Zusammenfassend liegen fir die beiden Stimulanzien und der speziellen
Stimulanzdosen deutlich unterschiedliche Reaktionen vor. Insgesamt kann man die Reaktion nach
LPS Stimulation im Vergleich zur CMV Stimulation als proinflammatorisch beschreiben. Hingegen
besteht die Reaktion nach CMVamP Stimulation aus einer differenzierten Zytokinproduktion die
auf eine antivirale und antiinflammatorische Reaktion hinweist. Die Reaktion auf beide
Stimulanzien werden in der Kokultur durch den Einfluss der Hepatozyten deutlich verandert und
weisen beide insgesamt einen eher antiinflammatorischen und im Kontext der CMVamP

Stimulation proviralen Reaktionstyp auf.

4.3 Einfluss der Hepatozyten auf die Oberflachenrezeptor-Differenzierung von

BMDMs

Die FACS Versuche in dieser Arbeit wurden ohne den FC-Rezeptor Block durchgefiihrt. Dieser
Rezeptor bindet die Heavy Chain von Antikdrpern und kann in unserem Versuchsaufbau die
eingesetzten Antikorper zur Markierung spezifischer Oberflachenmarker wahllos binden. Damit
sind die Ergebnisse als solche nicht sicher zu verwerten und werden daher auch nicht weiter in

der Diskussion aufgefihrt.

Diese unspezifische Bindung kénnte auch die abweichenden Versuchsergebnisse zu vorliegenden
Versuchen der Arbeitsgruppe erklaren. Ein weiterer Unterschied in diesem Versuchsaufbau war
die Makrophagendichte die mit 200.000 BMDMs pro Einsatz doppelt so hoch gewahlt wurde wie

in den Vorversuchen.

Diese Versuche miissen mit entsprechenden Fc-Rezeptorblock wiederholt werden, um

aussagekraftige Vergleiche zwischen verschiedenen Makrophagendichten zu treffen.
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4.4 Auswirkung der Kulturzeit auf die Reaktion und Differenzierung von

BMDMs nach CMVamP oder LPS Stimulation

Die vorliegenden Versuchsergebnisse sollen Aussagen beziiglich einer moglichen Kokulturdauer
ermoglichen. So ist eine signifikante Beeinflussung der Expression fiir Zyto- und Chemokine
kodierender mRNA durch die Hepatozyten-Makrophagen Kommunikation erst nach mehr als zwei
Stunden und weniger als 24 Stunden Kulturzeit entstanden. Zur weiteren Eingrenzung ist eine
detailliertere Zeitreihe der mRNA Expressionswerte 2-24h zur Bestimmung der Zeit, bis die mRNA
Expression zwischen Mono- und Ko-Kultur signifikant verschieden ist, fir kommende Arbeiten
sinnvoll. Dies wiirde weitere Informationen lber die Dynamik und Dauer der Beeinflussung
hervorbringen, die  wiederum  mogliche  Rickschlisse auf die  interzelluldren
Kommunikationsfaktoren zulassen konnte. So kann man die Frage stellen, ob Faktoren, deren
Freisetzung (Produktion) ldnger als 24h dauert, an der initialen interzellularen Kommunikation

entscheidend beteiligt sein kénnen.

4.5 Einfluss des VLDL Rezeptor Knock-Out auf die Reaktion und Differenzierung

der BMDMs

Anders als die Ergebnisse um Baitsch und Bock et al. vermuten lassen (Baitsch et al., 2011), hat
der VLDL-Rezeptor der Makrophagen keinen entscheidenden Einfluss auf die Reaktion der
Makrophagen Monokultur sowie der Kokultur nach CMVdamP Stimulation. So ergaben sich
messbare Unterschiede zwischen VLDL Rezeptor Knock-Out Mono- und Ko-Kultur, was auf eine
weiterhin bestehende interzellulire Kommunikation hinweist. Zusatzlich waren keine
signifikanten Unterschiede in den jeweiligen Mono- und Ko-Kulturen zwischen den Wildtyp-
BMDMs und VLDL-Rezeptor Knock-Out BMDMs nachweisbar. Dies veranschaulicht, dass die
Knock-Out BMDMs  nicht  verschieden zu den Wildtyp BMDMs reagieren.

4.6 Fazit und Ausblick:

Die vorliegende Arbeit konnte nach Vorversuchen auf diesem Gebiet einen weiteren Teil der
Hepatozyten-Makrophagen-Reaktion nach CMVamP und LPS Stimulation untersuchen. Hierdurch
verstarken sich die Hinweise, dass Hepatozyten die Makrophagenreaktion im Setting einer

Kokultur hin zu einem anti-inflammtatorischen und viruspermissiven Zustand beeinflussen.

Fiir diese Beeinflussung bendtigen die Zellen je nach Zyotkin unterschiedlich viel Kokulturzeit,

jedoch mindestens zwei Stunden und fiir manche Zytokine weniger als 24 Stunden.
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Die Arbeit erbrachte ebenfalls den Nachweis, dass der VLDL Rezeptor allein keinen

entscheidenden Anteil an der Makrophagen-Hepatozyten-Kommunikation besitzt.

Als nachste Schritte sind weitere Experimente notwendig, um ein besseres Verstandnis fir die
zugrundeliegenden Mechanismen dieser Zell-Zell-kommunikation Uber |6sliche Mediatoren zu
erlangen. Zum einen waren weitere Proteinanalysen hilfreich, um den tatsadchlichen zelluldren

Output nach Stimulation zwischen Mono- und Kokultur genauer zu untersuchen.

Um die Expositionszeit/bendtigte Kulturzeit weiter zu untersuchen, waren weitere Versuche mit

neuen Zeitreihen und Kokulturzeiten zwischen zwei und 24 Stunden notwendig.

Zur Eingrenzung der Kommunikationsmoglichkeiten sollte des Weiteren eine Sekretomanalyse
des Hepatozyten- und Makrophagentiberstandes durchgefiihrt werden. Anschlielend kénnte man
mit Rezeptor Knock-Out oder Antidot Experimenten einzelne Rezeptoren und Liganden und
dadurch deren singuldaren Wirkungseinfluss auf die Hepatozyten-Makrophagen Differenzierung

und Reaktion Giberpriifen.
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