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1. Einleitung

1.1 Sepsis

Die Sepsis wird als lebensbedrohliche Organdysfunktion, ausgelést durch eine dysregu-
lierte Wirtsantwort auf eine Infektion, definiert (Singer, 2016). Sie ist ein hoch relevantes
Krankheitsbild, das weiter an Bedeutung gewinnt. Obwohl in Deutschland die Sterblichkeit
der Sepsispatienten zurlick ging (Stevenson, 2014), stiegen die Fallzahlen seit 2007 um
5,7 % auf 279.530 Falle im Jahr 2013. Zu beachten ist aul3erdem, dass auch die Behand-
lungszahlen der schweren Sepsis und des septischen Schocks von 2007 (53.722 Félle)
bis 2013 (115.421 Falle) anstiegen (Fleischmann, 2016). Die Kosten zur Behandlung der
Sepsis und ihrer Folgen belaufen sich auf 7,7 Milliarden Euro pro Jahr allein in Deutsch-
land (Ursprung, 2016). Hierbei sind aber nur die direkten Kosten abgebildet, die Kosten
fir die Volkswirtschaft durch Verdienstausfélle etc. sind noch deutlich héher.

Die Leitlinien und Behandlung der Sepsis unterliegen standiger Uberpriifung und Revisi-
on. Wéahrend 2001 noch das Vorliegen eines Systemic Inflammatory Response Syndro-
mes (SIRS) und ein passender Erregernachweis fir die Diagnose Sepsis wegweisend
waren, wurden im Februar 2016 komplexere Diagnosekriterien fiir die Sepsis vereinbart
(Gdl, 2017). Diese sog. Sepsis-3-Leitlinie stellt die Organfunktion des Patienten in den
Mittelpunkt und erfasst diese mit Hilfe des Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-
Scores. Hierbei werden Atmung, Glasgow Coma Score (GCS) als Parameter der Funktion
des zentralen Nervensystems, Herz-Kreislauf-, Leberfunktion, Blutgerinnung und Nieren-
funktion beurteilt (siehe Tabelle 1).

Der septische Schock wird in der neuen Leitlinie nach Laktatwerten und Vasopressoren-
bedarf definiert. Die oben genannte schwere Sepsis ist ein alterer Begriff, der zwar noch
in einigen Publikationen Verwendung findet, in der neuen Leitlinie aber zu Gunsten einer
kontinuierlichen Schweregradeinteilung aufgegeben wird. Als Begriffe kommen nur noch
die Sepsis und der (septische) Schock vor (Singer, 2016). Zu beachten ist auBBerdem,
dass der SOFA-Score auch bei anderen Formen der Organdysfunktion eingesetzt werden
kann. Der Begriff SIRS findet ebenfalls weiterhin Verwendung, ist aber losgelést von der
Sepsis zu betrachten und beschreibt eine klinische Befundkonstellation, deren Ausléser
nicht zwingend infektiéser Genese sein muss.



Tab. 1: Erstellung des SOFA-Scores: Bei einer akuten Anderung von mindestens +2
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Punkten kann von einer Sepsis gesprochen werden; nach (Seedat, 2018)

SOFA-Score 1 2 3 4
Respiration <400 (53,3) | <300 (40) <200 (26,7) | <100 (13,3)
PaO,/FiO, mit respi- | mit respi-
mmHg (kPa) ratorischer ratorischer
Unterstat- Unterstat-
zung zung
Koagulation <150 <100 <50 <20
Thrombozyten
(x10%/)
Leber Bilirubin | 20-32 33-101 102-204 >204
(=mol/l)
Kardiovaskular | MAP <70 | Dopamin Dopamin Dopamin
mmHg <5 oder | 5,1-15,0 oder | >15 oder
Dobutamin (Nor)Adrenalin (Nor)Adrenalin
<0,1 >0,1
Zentrales Ner- | 13-14 10-12 6-9 <6
vensystem
(GCS)
Niere Kreatinin | 110-170 171-299 300-440 >440
(uwmol/l)  oder <500ml/Tag | <200ml/Tag

Urin-Output
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1.2 CARS

Das Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome (CARS) stellt die Gegenant-
wort zur SIRS dar. Es handelt sich um eine immunmodulatorische Reaktion, die den Kor-
per vor einem UberschieBen der Immunantwort schiitzen soll, aber selber zu einer Im-
munsuppression fihren kann. Diese Immunsuppression kann noch Jahre nach Abklingen
der Sepsis nachzuweisen sein (Reddy, 2001).

Eine zentrale Rolle in der Immunantwort und der Entstehung des CARS haben die Mo-
nozyten/Makrophagen. Neben der Antigenprasentation stellt die Sekretion von Interleuki-
nen (IL) und anderen Entziindungsmediatoren eine wichtige Funktion dieser Zellen dar.
Gerade in der frihen Phase der Infektion sind diese Mechanismen essenziell fir die Initiie-
rung und Verstarkung der Immunantwort (Volk, 1996; Ward, 2008). Sowohl die Expression
humaner Leukozytenantigene (HLA), als auch die IL-Expression (z.B. IL-13) zeigen sich in
einer postseptischen Immunsuppression reduziert (Krakauer, 1993; Mira, 2017; Van den
Berk, 1997). Dies wiederum hat ein CARS zur Folge. Die Bedeutung der postseptischen
Immunsuppression wird dadurch deutlich, dass die meisten, unter adaquater Therapie
verstorbenen Patienten den Zytokinsturm in der Sepsis Uberlebt haben und im Verlauf an
Zweitinfektionen versterben (Chen, 2014; Otto, 2011; Patricio, 2019; Torgersen, 2009). In
diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass die Begriffe CARS und postsepti-
sche Immundefizienz in der Literatur uneinheitlich verwendet werden. Im urspringlichen
Sinne meint aber das CARS eine direkt auf die Inflammation folgende und zum Teil parallel
ablaufende Gegenreaktion, wahrend die postseptische Immundefizienz eine langerfristige
Immunsuppression beschreibt (siehe Abbildung1).

Interleukine geben sowohl Richtung, als auch Intensitat der Reaktion auf einen inflamma-
torischen Reiz vor. Grundsétzlich kann zwischen pro- und antiinflammatorischen Interleu-
kinen unterschieden werden, wobei Zytokine wie TGF-5 und IL-10 eher antiinflammato-
risch wirken (Jeong, 2017; Zhang, 2017). Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und IL-15
haben dagegen proinflammatorischen Charakter (Garib, 2016). Bei Sepsispatienten oder
Patienten, die in der jingeren Vergangenheit eine Sepsis durchgemacht haben, konnte
nachgewiesen werden, dass TNF-a deutlich weniger exprimiert wird (Ertel, 1995). Fur an-
dere Interleukine ist die Datenlage je nach verwendetem Modell unterschiedlich. Wichtig
bleibt jedoch, dass die Immunsuppression in der postseptischen Phase mit einer schlech-
ten Prognose einhergeht (Hotchkiss, 2009; Leentjens, 2012). Manche Autoren sprechen
gar von einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 25 % fiir Patienten, die eine Sepsis bereits
Uberlebt haben (Deutschman, 2014).

Neben der Interleukinproduktion sind auch andere Funktionen verschiedener Immun- und
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Abb. 1: Die meisten Sepsispatienten zeigen eine deutliche Hyperinflammation kurz nach
der Infektion. Bereits in dieser Phase kann es zu tdédlichen Verlaufen kommen
(A). Verlaufe mit eingeschrankter inflammatorischer und ausgepragter antiinflam-
matorischer Komponente (CARS) sind ebenfalls mdglich (B). Auch diese kénnen
einen letalen Ausgang haben (in der Regel aber nach prolongiertem Verlauf). Wie
in C dargestellt ist auch ein undulierender Verlauf mit pro- und antiinflammatori-
schen Phasen méglich, wobei letztere prognosebestimmend sind. Die roten Pfei-
le weisen auf die verzégerten Todesfalle hin, die Gegenstand dieser Arbeit sind,
modifiziert nach (Hotchkiss, 2013).

Time (days)

Gewebezellen eingeschrankt. So sind fir die Pathogenbeseitigung in verschiedenen Ge-
weben Adhésion, Extravasation und Phagozytose von immenser Bedeutung. Bei Adha-
sion und Extravasation handelt es sich um multidimensionale Ablaufe, die immer min-
destens zwei Zelltypen involvieren (z.B. Immunzelle und Endothelzelle), entsprechend
komplex sind die (patho-)physiologischen Zusammenhénge. Relevanz fir diese Arbeit
hat beispielsweise die flr die Endothelbarriere in der Lunge gezeigte Lipopolysaccha-
rid (LPS)-abhangige Funktionsstérung (Thangavel, 2014). LPS induziert Hyperpermeabi-
litdt in murinen LungengeféBen und schédigt die Filterfunktion der Endothelzellen. In der
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Folge kommt es zu einem Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS). In ahnlichen
Modellen konnten mégliche Erklarungsansatze fir die Genese dieser immunologischen
Defizite gezeigt werden (siehe Abschnitt 1.3). DarUber hinaus sind die Expressionsmus-
ter fir wichtige Gene der Antigenpréasentation, Extravasation, Phagozytose, Apoptose und
Induktion einer Inflammation in Monozyten von Patienten mit CARS verandert (Xu, 2012).
Mit der funktionellen Relevanz dieser Veranderungen beschaftigt sich diese Arbeit.

1.3 Epigenetik

Die Epigenetik spielt bei der Fragestellung nach der Pathogenese der langfristigen Im-
munsuppression eine besondere Bedeutung. Die Modifikation von Histonen (Proteine, um
die die DNA aufgewickelt ist) und die Methylierung von DNA-Abschnitten stellen zwei we-
sentliche biochemische Veranderungen dar, die stark beeinflussen, wie Zellen genetische
Informationen abrufen kénnen. Durch eine epigenetische Modulation der Genexpressi-
on kénnen Immunzellen nachhaltig in ihrer Funktion, Aktivierbarkeit und Differenzierung
gestort werden. Die Komplexitat der Thematik zeigt sich bereits in der Schwierigkeit, all-
gemein gultige Definitionen flr den Begriff ,Epigenetik zu finden. Verschiedene Autoren
bieten einige Definitionen an, die in etwa so umschrieben werden kdnnen:

Epigenetik umfasst alle mitotisch oder meiotisch vererbbaren, nicht direkt in der Desoxy-
ribonucleinsaure (DNA)-Sequenz codierten Faktoren, die die Entstehung von Merkma-
len/Proteinen beeinflussen kénnen.

Epigenetische Mechanismen sind wichtige Regulatoren der Genexpression unter physio-
logischen und pathologischen Bedingungen und haben einen sehr starken Einfluss auf
die Inflammation und die Immunantwort im Rahmen von Infektionen. In diesem Kontext
wurde bereits gezeigt, dass Makrophagen nach einer LPS-Toleranz-Induktion Histonmo-
difikationen in den Promotorregionen pro-inflammatorischer Zytokine aufweisen, die zu
einer verringerten Produktion dieser Entziindungsmediatoren fuhren (El Gazzar, 2008). In
LPS- und Influenza-induzierten akuten Lungenschadigungsmodellen wurde beobachtet,
dass sich eine Behandlung mit dem DNA-Methyltransferase (DNMT)-Inhibitor 5-Aza-2’-
Desoxycytidine, der epigenetische Modifikationen aufheben kann, protektiv auf den Krank-
heitsverlauf auswirkte (Singer, 2015; Thangavel, 2015).

Dariiber hinaus besteht eine Verbindung zwischen epigenetischen Modifikationen im Ge-
nom von Endothelzellen und dem sepsis-korrelierten Multiorganversagen (Bomsztyk, 2015).
Welche epigenetischen Modifikationen die Funktionalitdt der Immunzellen in der post-
septischen Immunantwort beeinflussen ist bisher nicht untersucht.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Histon-DNA-Beziehung, rechts ist die DNA auf
Grund von Strukturanderungen in den Histonen ablesbar; modifiziert nach (Mit-
chell, 2016)

Wie in Abbildung 2 dargestellt wird, spielt die Epigenetik in der Pathogenese verschie-
dener Erkrankungen eine Rolle. Am besten untersucht sind epigenetische Einflisse in
der Tumorentstehung (Nordlund, 2017). Die Inhibitoren epigenetisch bedeutsamer En-
zyme Trichostatin A (TSA) und Decitabin (5-Aza.) sind zur Behandlung bestimmter on-
kologischer Krankheitsbilder zugelassen. Neben den in Abbildung 2 aufgeflhrten epige-
netischen Vorgangen gibt es weitere wie z.B. die X-Inaktivierung oder den durch short
interfering RNA (si-RNA) vermittelten Abbau von Messenger-Ribonucleinsdure (mRNA).
Die einzelnen Modifikationen beeinflussen sich untereinander und sind in ihrer Komple-
xitat und Interaktion nur in Ansétzen verstanden. Beispielsweise DNA-Methylierung flhrt
meistens zu einer Inaktivierung der betroffenen Genabschnitte, aber auch hier gibt es Aus-
nahmen (Bahar Halpern, 2014).

DNA-Methylierungen finden nur in sogenannten Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG)-Inseln
statt. Des weiteren sind im humanen System nur DNA-Methyltransferasen (DNMT) be-
kannt, die Cytosin methylieren (Ambrosi, 2017; Blow, 2016). Die besondere Bedeutung
der CpG-Inseln ist dadurch gekennzeichnet, dass sie hauptsachlich in regulatorischen
DNA-Bereichen wie Promotor- oder Enhancerregionen vorkommen (Jones, 2012).

Die in Abbildung 3 dargestellten Reaktionen zeigen, wie aus 5-Methylcytosin Cytosin ent-
stehen kann. Ein mégliches Zwischenprodukt dieser Umwandlung ist Thymin. Werden die
dargestellten Reaktionsketten unvollstandig durchlaufen ist es méglich, dass Thymin in
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Abb. 3: Ubersicht (iber mdgliche reaktive Veranderungen von 5mC (5-Methylcytosin) mit
Endpunkt Cytosin. Wird eine Reaktionskette nicht vollstdndig durchlaufen (siehe
roter Doppelstrich), ist ein Basenaustausch mdéglich. AID/APOBEC: activation-
induced cytidine deaminase/apolipoprotein B mRNA editing enzyme complex,
Tet: ten-eleven translocation enzyme, 5hmC: 5-Hydoxymethylcytosin, 5ShmU: 5-
Hydoxymethyluracil, 5fC: 5-Formylcytosin, 5caC: 5-Carboxylcytosin, TDG: Thy-
mine DNA glycosylase, Cyt: Cytosin, Thy: Thymin modifiziert nach (Moore, 2013)

der Basensequenz bestehen bleibt und das jeweils nicht passende Guanin ausgetauscht
wird. So entsteht eine Punktmutation. In der Folge verschwinden CpG-Inseln sukzessive.
Es gibt aber auch Mechanismen, Uber die CpG-Inseln de-novo auftreten kénnen, sodass
eine Art Gleichgewicht innerhalb der Evolution herrscht (Blow, 2016). Grundsatzlich sind
Promotoren relativ stabil, das hei3t sie unterliegen nur wenigen evolutionaren Verande-
rungen. Dies erklart sich vor allem dadurch, dass Mutationen in Promotoren dazu fihren
kdnnen, dass das jeweilige Protein nicht oder nur unzureichend gebildet wird. Dies wieder-
um kann einen Selektionsnachteil zur Folge haben. Besonders Promotoren von Genen,
die fir Proteine kodieren, die eine zentrale Funktion erfillen und h&ufig abgelesen wer-
den, massen funktionstichtig bleiben; ein Expressionsverlust kann hier fatal sein. Daraus
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ergibt sich die besondere Stabilitdt der Promotorabschnitte und damit verbunden der CpG-
Inseln.

Werden die CpG-Inseln methyliert, sind die entsprechenden Promotoren unzugénglich,
das heif3t die methylierten CpG-Inseln erflllen eine Silencerfunktion, schalten also die
Expression betroffener Gene ab oder machen diese unwahrscheinlicher (Deaton, 2011;
lllingworth, 2010). Obwohl sie engen Bezug zu vielen Promotorregionen haben, bleibt
(auch auf Grund zahlreicher Interaktionen epigenetischer Mechanismen) das Ausmalf3
ihrer funktionellen Relevanz im humanen System weiter unklar (Blackledge and Klose,
2011).

Wie bereits in Abschnitt 1.2 dargestellt, konnten aber beispielsweise LPS-induzierte Endo-
thelsch&den durch die Inhibition epigentischer Verdanderungen/Enzyme, verhindert wer-
den. Hierbei spielten vor allem die durch LPS-Stimulation hervorgerufenen Veranderun-
gen beziehungsweise deren Verhinderung eine Rolle (Thangavel, 2014).

Histonmodifikationen zeigen je nach Art der Modifikation zwar eine Tendenz bezlglich ak-
tivierendem oder inaktivierendem Charakter, eine strikte Einteilung ist aber auch hier nicht
zulassig.

1.4 Lipopolysaccharid

LPS wird auf der &uBeren Membran von gramnegativen Bakterien exprimiert. Das Lipo-
polysaccharid bindende Protein (LBP) kann beim Zerfall von gramnegativen Bakterien als
sog. Endotoxin frei werdendes LPS binden und aktiviert daraufhin Gber Cluster of diffe-
rentiation (CD)-14 und Toll-like-Rezeptor (TLR)-4 verschiedene Signalkaskaden (Ranoa,
2013).

TLRs sind eine heterogene Gruppe von Rezeptoren, die maB3geblich an der unspezifi-
schen Abwehr von Pathogenen beteiligt sind. Sie erkennen sogenannte pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) und aktivieren zahlreiche Signalkaskaden (siehe Abbildung

4 und 5).
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Abb. 4: Toll-like-Rezeptoren und ihre Liganden: TLR1 und TLR6 sind assoziiert mit TLR2
und erkennen triacylierte und diacylierte Lipoproteine. TLR4 ist in der Lage, LPS
zu erkennen und zu binden. TLR5 ist ein Flagellinrezeptor. TLR3 erkennt doppel-
strangige Virus-RNA, wahrend TLR9 freie CpG-reiche DNA bindet. Die roten Krei-
se zeigen Bindungen an denen LPS(-Varianten) beteiligt sind. Modifiziert nach
(Takeda, 2004)

TLR-4 wird vor allem auf Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert (Vaure, 2014).

Wie aus Abbildung 5 deutlich wird, beeinflusst LPS die Transkription wichtiger Zytoki-
ne auf DNA-Ebene. Nach Bindung von LPS an TLR-4 wird Uber verschiedene Signal-
kaskaden der Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells (NF-xB) aktiviert. Letzterer vermittelt dann durch Bindung an spezifische DNA-
Motive die Initiierung der Transkription (Oeckinghaus, 2009).

1.5 Signaltransduktion

Die Bindung an CD-14 und das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) erleichtern die
Bindung von LPS an den TLR-4. Der Rezeptorkomplex besteht aus zwei dimerisierten
TLR-4, deren Bindung Uber das extrazellulare Adapterprotein MD-2 vermittelt wird, wel-
ches auch die LPS-Erkennung unterstiitzt (Palsson-McDermott, 2004).

Die nach Ligandenbindung aktivierten Signalkaskaden kénnen in eine frihe und eine spa-
te Antwort unterteilt werden. Die zeitlich frihere Signalkaskade ist von dem Adapterpro-
tein myeloid differentiation primary-response protein 88 (MyD88) und assoziierten Protei-
nen abhéngig, die spatere dagegen nicht (Warner, 2013). So konnte in MyD88(") (Knock-
out fir MyD88) Mausen gezeigt werden, dass eine NF-xB-Aktivierung weiterhin stattfin-
det, diese aber zeitlich verzdgert ist. Au3erdem konnte gezeigt werden, dass interferon-
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Abb. 5: Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4) und folgende Signalwege: Vermittlung der extrazel-
lularen LPS-Bindung an TLR-4 Uber CD-14 und Aktivierung der Signalkaskade.
Rot hinterlegt: Effektormolekile, roter Kreis: MyD88 siehe Abbildung 6, modifiziert
nach (Murshid, 2015)

regulatory factor 3 (IRF3)-abhangige Effekte auch beim Genotyp (-/-) stattfinden (Warner,
2013).

NF-xBund IRF3 fungieren dabei als Transkriptionsfaktoren und stellen den Endpunkt der
Signaltransduktionskaskade dar (siehe Abbildung 5). Die frihe Phase der Signaltrans-
duktion fuhrt MyD88-abhangig zunachst zu einer Phosphorylierung von Proteinen aus der
Gruppe der interleukin-1 receptor-associated kinases (IRAKs). Diese wiederum aktivie-
ren den tumour necrosis factor receptor-associated factor (TRAF)-4, welcher Uber weite-
re Binde- und Adapterproteine schlieBlich die Aktivitat verschiedener Zielgene moduliert
(Cabal-Hierro, 2014; Palsson-McDermott, 2004).
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Abb. 6: Verschiedene Signalkaskaden der TLR-4-Aktivierung; der friher ablaufende,
NF-xB vermittelte Zweig ist von MyD88 abhangig, der Zweig, welcher IRF3 in-
volviert hingegen nicht. Ersterer flhrt zur Expression inflammatorischer Zytokine
(TNF-a, IL-6 und andere), letzterer induziert IFN-3 modifiziert nach (Akira, 2004).

Wahrend die proinflammatorische Antwort auf den LPS-Stimulus stattfindet (siehe Abbil-
dung 6), lauft gleichzeitig eine Gegenregulation ab. Dabei fihren einige Proteine (zum
Teil Splicevarianten von NF-xB-Aktivatoren) zu einer LPS-bezogenen Toleranzinduktion.
Besonders hervorzuheben sind hier die Proteine SIGIRR, ST2 und MyD88s, die Uber
Blockade des TLR-4 Signalwegs eine LPS-Toleranz erzeugen. Dabei werden sowohl Si-
gnalmolekile komplexiert, als auch ihre Rekrutierung verhindert (MyD88s blockiert die
Rekrutierung von IRAK-4) (Burns, 2003; Brint, 2004; Wald, 2003). Wahrend TLR-4 ab-
hangige Signalwege besonders betroffen sind, findet weiterhin geringer inhibierte Signal-
transduktion Uber die anderen TLR-Subtypen statt. Daher sind beispielsweise Gene von
proinflammatorischen Zytokinen starker von der Toleranzinduktion betroffen, als Gene, die
fr Proteine codieren, die ein wichtige Rolle in der Wundheilung spielen. Auf diese Weise
wird das Expressionsmuster in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) grundlegend
durch LPS-Stimulation verandert (Butcher, 2018; Pena, 2011).
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1.6 Adhasion

Auf einen inflammatorischen Stimulus hin kénnen sich Immunzellen am Endothel anla-
gern. In einem zweiten Schritt kann die GefaBwand durchwandert werden, was als Extra-
vasation bezeichnet wird. Klassischerweise werden bei der Adhasion drei Phasen unter-
schieden: Rollen, Aktivierung und Bindung. Wenn ein Leukozyt entsprechend gebunden
ist, kann anschlieBend die Diapedese erfolgen (Steeber, 2005). In neuerer Zeit sind zu-
satzliche Schritte der Adhasion beschrieben worden, die zu einem besseren Verstandnis
des Vorgangs beitragen (siehe Abbildung 7).
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Abb. 7: Schritte der Adhésion (klassische fett gedruckt) und Formen der Extravasation;
mit vermitteInden Strukturen, modifiziert nach (Ley, 2007).

Rollen wird vor allem Uber Selektine vermittelt. E- und P-Selektine werden dabei vor allem
von aktivierten Endothelzellen exprimiert, wahrend Leukozyten eher L-Selektine aufwei-
sen. Ihr wichtigster Ligand ist P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL1), im Zusammen-
spiel sichern sie den ersten Kontakt von Blutzellen und Endothel (Kansas, 1995; Ley,
2007).

Die Aktivierung der Immunzellen geht vor allem von Chemokinen aus (VCAM,CXCL4).
Diese werden vom Endothel gebildet und haben abhangig von der Rezeptorausstattung
der Zielzelle unterschiedlich starke Effekte (Campbell, 1996, 1998). Durch die Aktivierung
durchlaufen die Integrine weitgehende Strukturveranderungen, die zu einer héher affinen
Bindung zwischen Endothel und Immunzellen fihren (Kim, 2003). Nun sind die Immun-
zellen fest an das Endothel gebunden.

Da es sich bei der Adhasion um einen essenziellen Schritt bei der Einleitung einer Im-
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munreaktion auf ein Pathogen handelt, ist die Untersuchung eventueller Defizite in diesem
Schritt wichtig bei der Untersuchung einer generellen Immundefizienz. AuBerdem ist die
Schadigung der Endothelbarriere Bestandteil der Sepsispathologie. Darliber hinaus ist die
Verhinderung dieser Schrankenstérung durch die Verwendung von Inhibitoren epigeneti-
scher Enzyme in der Literatur beschrieben (Thangavel, 2014).

1.7 Phagozytose

Neben einer Stérung der Adhasion wére auch eine verminderte Phagozytose als Ausléser
flr eine postseptische Immundefizienz denkbar.

Phagozytose dient sowohl der Abwehr von Pathogenen (Erkennung tGber PAMPs etc.), als
auch dem Abraumen von apoptotischem und nekrotischem Zellmaterial. Fir die Phago-
zytose sind hauptsachlich Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen und neutrophile
Granulozyten zustandig (Savina, 2007). Sowohl Pathogene als auch kérpereigene Zellen
exprimieren prophagozytotische und antiphagozytotische Signale. Entscheidend fur das
Einleiten der Phagozytose ist letztlich die Summe aus beiden (Flannagan, 2012).

Die Phagozytose wird durch die Bildung einer Membrantasche, die das Pathogen um-
schlief3t, eingeleitet. Dies geschieht durch gerichtete Aktinpolymerisation (May, 2000).
Wenn sich diese Tasche schlief3t, entsteht ein frihes Phagosom, welches zwar seinen
Inhalt in die Zelle internalisiert, aber noch keine wesentlichen Unterschiede zum extrazel-
lularen Milieu aufweist und daher auch den Inhalt noch nicht abbaut.

Durch das Verschmelzen mit anderen Organellen reift das Phagosom immer weiter heran.
Wahrend dieser Reifung unterliegt das Proteasom der Organelle sténdiger Veranderung.
Diese Dynamik fUhrt Gber verschiedenste Zwischenstufen zum fertigen Phagolysosom
(Flannagan, 2012; Vieira, 2001). Zusatzlich sinkt durch die gré3ere Aktivitat von Proto-
nenpumpen in der Membran des Phagolysosoms auch der pH-Wert (siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: Reifung des Phagosoms mit beteiligten Organellen und Entwicklung des pH-
Wertes, roter Pfeil wei3t auf pH-Wert der maximalen pHrodo-Aktivierung hin: sie-
he Abbildung 15, modifiziert nach (Flannagan, 2012)
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1.8 Fragestellung

In dieser Arbeit soll der Einfluss epigenetischer Prozesse an der Entwicklung der postsep-
tischen Immunsuppression im Modell der LPS induzierten Toleranzentwicklung genauer
beleuchtet werden. Hierbei sollen im Detail folgende Fragen geklart werden:

1. Wie verandert sich das Zytokinexpressionsprofil von PBMCs in der post-septischen
Phase gegenliber einem erneuten Infektionsstimulus? Kann eine Toleranzentwicklung mit
Hilfe eines Expressionsprofils in unserem in vitro Modell abgebildet werden?

2. Welche Auswirkungen hat eine LPS Stimulation auf die Phagozytoseleistung der PBMCs?
3. Wird die Adhésionsfahigkeit von PBMCs an Endothelzellen durch LPS-Stimuli herab-
gesetzt?

4. Kann eine HDAC- und DNMT-Inhibitorbehandlung die LPS induzierten funktionellen
Veranderungen in der Zytokinexpression der PBMCs riickgangig machen und damit indi-
rekt den Nachweis einer epigenetischen Beteiligung liefern?

5. Lasst sich ein mechanistischer Nachweis flr die reduzierte Effektorfunktion von peri-
pheren Immunzellen durch epigenetische Methylierungsmodifikationen beobachten?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate

Name

Hersteller

340 pH/Temp. Meter

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutsch-
land

accu-jet pro

Brand, Wertheim, Deutschland

Auflichtmikroskop Eclipse TS100

Nikon Instruments, Amsterdam, Niederlande

Brutschrank New Brunswick Galaxy 170R

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Brutschrank Zellkultur

Binder, Tuttlingen, Deutschland

BD FACSCANTO Il

BD Biosciences, San Jose, USA

Cytation 3 Reader

BioTek, Winooski, USA

ELISA-Reader Expert 96

Biochrom, Cambridge, UK

Eppendorf Pipetten Reference 2

(10,100,1000 pl)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Eppen Research Plus Mehrkanalpipette
(300 wl)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Eppendorf Zentrifugen (5430 R,5810 R,
5415 R)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Feinwaage Sartorius CP225D-0CE

Data Weighing Systems, Elk Grove, USA

MACS Separator Magnet

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-
land

Magnetrihrer MR Hei-Standard

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Matrix Multichannel Pipette

Thermo-Scientific, Wilmington, USA

Micro Plate Washer, Asys Hitech

Biochrom, Cambridge, UK

Spectrophotometer NanoDrop 2000

Thermo-Scientific, Wilmington, USA

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermocycler T Gradient

Biometra, Géttingen, Deutschland

ViiA 7 Real Time PCR System

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

6, 24, 96 Well Cell Culture Plate (Polystyrol)

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

96 Well Microplate, F-Bottom, black

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Adhesive Microplate Seal 135x80 mm

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Alkoholisches Hautantiseptikum

Schilke, Norderstedt, Deutschland

Cellstar Tubes (15, 50 ml)

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Einmalpipetten (2,5,2 5ml)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Einmalpipetten (10 ml)

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Eppendorf Tubes (0,5, 1,5, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FrameStar 384 PCR Platten

4titude, Dorking, GB

LS Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-
land

Matrix Pipettenspitzen 384

Thermo Scientific, San Diego, USA

Nitril BestGen Handschuhe (M,L)

Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland

Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 1000 ul)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Safety-Multifly 21G 200 mm

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

SHIELDskin CHEM L

SHIELD Scientific, Bennekom, Niederlande

S-Monovette 9 ml EDTA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturflaschen 500 ml

Thermo Scientific, Wilmington, USA
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2.1.3 Chemikalien, Medien und Lésungen

Produkt

Hersteller

AccuGENE 10x PBS

Lonza, Rockland, USA

Accutase Solution

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Chloroform

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Decitabin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dimehtylsulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Histopaque-1077

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Histopaque-1119

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lipopolysaccharides  Escherichia  coli

0111:B4

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

MACS Puffer

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-
land

Medium RPMI 1640 mit L-Glutamin

Lonza, Rockland, USA

MV-2 Medium + Supplement

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

PBS Tabletten

Life Technologies, Carlsbad, USA

Phosphate Buffered Saline(PBS) pH 7,4

Life Technologies, Carlsbad, USA

RT-gPCR Mastermix TagMan

Applied Biosystems, Foster City, USA

Schwefelsaure [1 mol/l]

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Trichostatin A

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

TRIzol Reagent

Life Technologies, Carlsbad, USA

Tween 20

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ultra Pure Water (DEPC)

Life Technologies, Carlsbad, USA
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2.1.4 Antikorper und Sonden

BD Calibrite APC Beads

BD Biosciences, San Diego, USA

BD Compensation Beads

BD Biosciences, San Diego, USA

FACS-Antikérper (Anti-Human)

CD3 PerCP-Cyanine5.5

eBioscience, San Diego, USA

CD14 APC-eFluor 780

eBioscience, San Diego, USA

CD15 Berilliant Violet 421

BioLegend, San Diego, USA

CD16 PE-Cyanine7

eBioscience, San Diego, USA

CD64 PE

eBioscience, San Diego, USA

CD163 APC

eBioscience, San Diego, USA

pHrodo Green E. coli BioParticles conjuga-
te

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Real-Time-PCR Sonden

IL-15 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IL-6 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IL-10 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TNF« Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
2.1.5 Kits

cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

ELISA human IL-15

BD Biosciences, San Diego, USA

ELISA human IL-10

BD Biosciences, San Diego, USA

ELISA human TNF-«

BD Biosciences, San Diego, USA

EpiTect 96 Bisulfite

Qiagen, Hilden, Deutschland

Genomic DNA Isolations-Kit

Machery-Nagel, Duren, Deutschland

Infinium MethylationEPIC

lllumina, San Diego, USA

Pan Monocyte Isolation Kit, human

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-
land
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2.1.6 Software

FACS-Diva V8.0.1

BD Biosciences, San Diego, USA

Flowdo v10

Flowdo,LLE, Ashland, USA

NanoDrop 2000/2000c Operating Softwa-
re, version 1.6

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Prism 5 Version 5.02

Graphpad Software, Inc., La Jolla, USA

ViiA 7 RUO Version 1.2.1

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.7 Zelllinien

HPMECs-STR.1

PromoCell, Heidelberg, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 PBMC-Isolation

Von gesunden, freiwilligen Probanden wurden je nach Verwendungszweck 9 bis 36 ml
Vollblut gewonnen. Dazu wurde eine Cubitalvene punktiert und das Blut in mit EDTA ver-
setzten Blutentnahmeréhrchen gesammelt. Unter sterilen Bedingungen wurde mit Hilfe
von zwei verschiedenen Zuckerlésungen (Histopaque-1070 u. -1119) ein Dichtegradient
erzeugt. Hierzu wurden je 3ml von jeder Lésung verwendet. Das weniger dichte Histo-
paque 1070 wurde zuerst in ein 15 ml Réhrchen gegeben, das dichtere Histopaque 1119
anschlieBBend mit einer Pasteur-Pipette darunter geschichtet. Auf den entstandenen Gra-
dienten wurden 6 ml Vollblut pipettiert (siehe Abbildung 9).

Die 15 ml Réhrchen wurden bei 700 g, Raumtemperatur (RT) und ohne Bremse fiir 30
min zentrifugiert. Zwischen dem Histopaque-1077 und der Plasmafraktion, bildete sich
ein Ring, der die PBMCs enthielt.

<4—— Histopaque-1077
wos| €— Histopaque-1119

<4——Plasma

L 4—PBMCs
, <«4—Histopaque-1077
2] 4——Granulozyten
<4——Histopaque-1119

<4— Erythrozyten

Abb. 9: Vollblutauftrennung tber Glukosegradienten mit Hilfe von Histopaque, modifiziert
nach (Han, 2013)
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In einem nachsten Schritt wurden die PBMCs mit Hilfe einer Pipette abgenommen und
jeweils in ein frisches 15 ml Réhrchen Gberfuhrt. Dabei wurden mdéglichst viele Zellen ent-
nommen, aber nie mehr als 4 ml Uberfuhrt. Ebenso wurde darauf geachtet, keine Zellen
aus anderen Fraktionen mit zu Uberflhren.

Die Zellen wurden drei mal mit je 10 ml Phosphate-buffered saline (PBS) gewaschen.
Dazu wurden 10 ml PBS hinzugegeben und die Réhrchen fir 10 min bei 300 g, RT und
aktiver Bremse zentrifugiert.

Der Uberstand wurde wieder verworfen und die Zellen in 10 ml Medium (RPMI 1640+10
% fetal bovine serum (FBS)) resuspendiert. RPMI 1640 ist ein Standardmedium, das zur
Kultivierung unterschiedlichster Zelllinien verwendet wird, enthalten sind Biotin, Vitamin
B12, p-Aminobenzoesédure, weitere Vitamine, L-Glutamin und Phenolrot als pH-Indikator.
Es enthalt aber keine Proteine und Lipide, die durch die Zugabe von 10 % FBS ergénzt
werden.

Um fUr die folgenden Versuche vergleichbare Ausgangsbedingungen zu erzeugen, musste
eine festgelegte Zellzahl erreicht werden. Zu diesem Zweck wurden die in der Suspension
enthaltenen Zellen ausgezahlt. Um die Zahlung zu vereinfachen, wurde die Zellsuspen-
sion mit dem Faktor 1:10 in Medium verdiinnt. 10 ul verdinnte Zellsuspension wurden
in eine Zahlkammer (Neubauer) pipettiert, vier Gro3quadrate wurden ausgezahlt und die
Gesamtzellzahl bestimmt. Abh&angig von dem folgenden Versuch wurde eine passende
Zellzahl aus der Zellsuspension entnommen.

Alle Untersuchungen, die am Menschen durchgefiihrt wurden, wurden auf der Grundlage
der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes (1983) und den entspre-
chenden gesetzlichen Grundlagen durchgeflhrt.
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2.2.2 Kultur

PBMCs

Unabhangig von den Absolutzahlen wurden die Zellen immer in der Konzentration 1x108/ml
Medium eingesetzt. Die PBMCs wurden in 6-, 24- oder 96-Well Platten ausgesat. Gro3e-
re Anzahlen als 2x108 Zellen wurden in 6-Well Platten ausgesat; fir weniger als 500.000
Zellen wurden 96-Well Platten verwendet. Entsprechend wurden in den 24-Well Platten
Zellzahlen zwischen 500.000 und 2x10° pro Well ausgesét.

AnschlieBBend wurden die Zellen fir mindestens 16 h (abweichende Inkubationslangen
ausgewiesen) bei 37 Grad Celsius (°C), 100 % relativer Luftfeuchtigkeit und in 5 % CO,
in Luft inkubiert.

Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells (HPMECS)

HPMECs wurden aufgetaut und zu je 500.000 Zellen in 20 ml Endothelial Cell growth MV-
2 Medium in einer Zellkulturflasche (500 ml) ausgesat. Die Zellen wurden alle zwei Tage
unter dem Mikroskop begutachtet und wurden bei ca. 80 % Zelldichte auf neue Zellkul-
turflaschen aufgeteilt. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS
gespult. AnschlieBend wurden 2 ml Accutase hinzugegeben, um die Zellen enzymatisch
vom Boden der Kulturflasche zu I6sen, die Flaschen leicht geschittelt und fir 3 min bei 37
°C inkubiert. Durch Zugabe von 8 ml MV-2 Medium wurde die Enzymreaktion gestoppt,
die Zellen wurden vereinzelt und wie in 2.2.1 beschrieben, in der Neubauer-Zahlkammer
gezahlt.

Je 2x10° Zellen wurden in jede Flasche gegeben und mit Medium (MV-2) auf 20 ml auf-
gefullt. Die Zellen wurden maximal bis zur achten Passage verwendet und das Medium
wurde spéatestens nach 3 Tagen getauscht.

2.2.3 LPS-Stimulation

Die LPS-Stimulation diente der in vitro Simulation einer Sepsis. Die wie oben beschrie-
ben gewonnenen PBMCs wurden je nach Versuchsprotokoll entweder einmal (1. Hit) oder
zweimal (1. + 2. Hit) mit LPS behandelt. Dabei erfolgte der 1. Hit immer in der Konzentrati-
on 10 ng/ml und der 2. Hit immer mit 100 ng/ml. Die Kontrollen wurden mit entsprechenden
Mengen Medium behandelt.
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Abb. 10: Stimulationsschema fir die PBMC-Versuche: 1. und 2. Hit erfolgen entweder mit
RMPI-1640 Medium oder mit LPS. Dabei erfolgt der 1. Hit mit dem Ausséahen
und der 2. Hit nach 16 Stunden. Nach weiteren 3 Stunden werden die Zellen
geerntet.

Inkubiert wurden die Zellen 16 h mitdem 1. Hit und 3 h mit dem 2. Hit (siehe Abbildung 10).
Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden die Zellen aus den Wells geerntet und in ein 15 ml
Rohrchen berfiihrt; diese wurden 5 min bei 800 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube verbracht. Das zurtickgebliebene
Zellpellet und der Uberstand wurden beide bei -80 °C eingefroren.

Die LPS-Stimulation der HPMECs ist im Abschnitt 2.2.9 beschrieben.

2.2.4 Ribonucleinsaure (RNA)-Isolation

Es wurden je 6x108 Zellen pro Versuchsdurchlauf fir jedes Behandlungsregime verwen-
det, die entsprechenden Uberstande wurden fiir Enyzm-linked Immunosorbent Assays
(ELISAs) verwendet (siehe 2.2.7). Die benétigten Proben wurden auf Eis aufgetaut und
die Pellets in 1 ml Trizol resuspendiert, das die Zellen zerstért und die zu extrahierende
RNA schitzt. Im Anschluss wurden zu jeder Probe 200 ul Chloroform gegeben. Dabei
bildet das Chloroform eine zweite Phase, wobei die RNA in der wassrigen Phase geldst
ist. Nachdem die Proben von Hand invertiert wurden, inkubierten sie fir 3 min bei RT.

Um die RNA-Phase zu separieren, wurde bei 12.000 g und 4 °C fir 15 min zentrifugiert.
Die obere, wassrige Phase enthalt schlieBlich die RNA, daher wurde sie in ein neues
1,5 ml Eppendorf-Tube Uberfihrt. Um eine Ausfallung der RNA zu erreichen, wurden im
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nachsten Schritt je 500 ul Isopropanol hinzugegeben und die Proben gevortext. Die so
durchmischten Proben wurden anschlie3end fir 10 min bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (12.000 g, 10 min, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen. 1 ml 75 % Ethanol
in Diethyldicarbonat (DEPC)-Wasser (1 Volumenprozent DEPC in H,O) wurde hinzugeflgt
und die Proben erneut gevortext. DEPC zerstért RNAsen (RNA-spaltenden Enzyme) und
ist daher flr das Ansetzen von Lésungen zur RNA-Gewinnung geeignet.

Nun folgte eine erneute Zentrifugation (10.000 g, 5 min, 4 °C), nach der wiederum der
Uberstand verworfen wurde. Dieser Behandlungszyklus mit Ethanolzugabe, Vortexen, Zen-
trifugation und Verwerfen des Uberstandes wurde im Anschluss noch einmal wiederholt.
Dies diente vor allem dem Entfernen von Trizol- und Isopropanolriickstanden, die nach der
Auftrennung von RNA und anderen Bestandteilen noch vorhanden sein kénnten.

Um das Ethanol von der RNA zu entfernen, wurden die Reaktionsgefaf3e 30 min unter
dem Abzug getrocknet. Im Anschluss wurden die Pellets in je 20 ul DEPC-Wasser resus-
pendiert und die Reaktionsgefal3e bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gestellt.

Der RNA-Gehalt der Proben wurde photometrisch analysiert (Nanodrop). Dabei wurde die
Messung auf das Lésungmittel (DEPC)-Wasser geeicht und jeweils 1,5 ul der Proben ge-
messen. Die so bestimmten Konzentrationen flossen in die spateren Verdlinnungsschritte
ein. Diese stellten sicher, dass alle Proben vergleichbare Mengen RNA fir die komplemen-
tare Desoxyribonucleinsdure (cDNA)-Synthese enthielten. Zur Sicherstellung der Reinheit
wurde nicht nur bei 260 nm (Absorptionsmaximum fir RNA) gemessen, sondern auch bei
230 nm (Absorptionsmaximua fir Lésungsmittel: Phenole, Alkohole etc.) und 280 nm (Ab-
sorptionsmaximum fiir Proteine). Aus diesen photometrischen Werten wurden Quotienten
bestimmt (260/230 und 260/280), wobei der 260/280 Quotient zwischen 1,8 und 2 liegen
sollte.
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2.2.5 cDNA-Synthese

Um die mRNA-Expression der Zellen zu untersuchen, musste die isolierte RNA zuerst
in cDNA umgeschrieben werden. Zu diesem Zweck wurde das High-Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. verwendet. Die einzelnen
Komponenten des Kits wurden, wie in Tabelle 2 angegeben, verwendet.

Tab. 2: Komponenten im High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit und die benétig-
ten Menge pro Reaktion

Komponenten Anteil an Mastermix | Volumen pro Reaktion (in ul)
10x RT Buffer 20 % 1,16

25x dNTP Mix (100 mM) 8 % 0,46

10x RT Random Primers 20 % 1,16

MultiScribe Reverse Trans- 10 % 0,58

criptase

RNAse-freies H,O 42 % 2,4

| Gesamt \ 100 % \ 5,8 |

Pro Reaktion wurden 5,8 ul Master Mix (MM) eingesetzt und 14,2 ul verdiinnte RNA-
Lésung, deren Konzentration so gewahlt wurde, dass 2000 ng enthalten waren. Die ge-
samt erforderliche MM-Menge wurde flr alle Reaktionsansatze ausgerechnet und ein MM
fir alle Proben (+10 %; Pipettierverlust etc.) erstellt. Die entsprechenden Versuchsansat-
ze wurden im Thermocycler einer vorgegebenen Temperaturabfolge ausgesetzt, sodass
die notigen Reaktionen stattfinden konnten (s. Tabelle 3).

Tab. 3: Reaktionsablauf Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Reaktionsschritt Temperatur | Zeitdauer
Anlagerung 25°C 10 min
cDNA-Synthese 37 °C 120 min
Reverse-Transkriptase 85°C 5s
Denaturierung

Kihlung 4°C 99 h

Der Denaturierungsschritt ist nach abgeschlossener cDNA-Synthese erforderlich um Be-
eintrachtigungen des weiteren Versuchsablaufs zu verhindern. Bei kurzem Erhitzen auf 85
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°C wird die Reverse Transkriptase denaturiert und verliert inre Funktion. Der letzte Schritt
ist kein obligater Schritt der cDNA-Synthese, sondern dient vielmehr dem Schutz des Pro-
dukts und erlaubt eine Versuchsdurchfihrung tber Nacht. Im Anschluss wurde die cDNA
1:12,5 verdliinnt (Endkonzentration: 8 ug/ml), das heif3t bei einem Volumen von 20 ul wur-
den nochmal 230 ul DEPC hinzugegeben.

2.2.6 Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR)

Die durch die cDNA-Synthese gewonnene DNA wurde im nachsten Schritt mit Hilfe der
gPCR amplifiziert. Dabei wird unter den Zielgenen ein relativer Expressionsunterschied
konserviert und darstellbar, der Rlckschlisse auf die vorhandenen Expressionsmuster
erlaubt. Dazu wurde fir jedes zu untersuchende Zielgen ein MM aus Zielsonde, TagMan
Gene Expression Master Mix (enthalt Polymerase, Puffer und Nukleotide) (Applied Bio-
systems) und DEPC-H,O angesetzt.

Das Gen der 18s schweren RNA-Untereinheit der Ribosomen wurde als Housekeeping
Gen verwendet. Die flr 18s bestimmten Expressionslevel kénnen als Expressionsbase-
line angesehen werden, da die 18s-Expressionslevel von externen Stimuli weitgehend
unabhéngig sind (Bas, 2004). Sie eignen sich als Bezugsgréie fir die Expressionslevel
anderer Zielgene (s.u.). Der MM wurde in ausreichendem Volumen angesetzt, um eine
Dreifachbestimmung zu erméglichen. Pro Reaktion wurden 5,55 ul TagMan Gene Ex-
pression Master Mix, 0,56 ul Sonde und 2,80 ul DEPC-H,0 eingesetzt. Diese MMs wur-
den gevortext und anschlieBend in entsprechenden Reaktionsgefal3en vorgelegt: Fir jede
DNA-Probe gab es einen Ansatz pro Zielgen und einen Ansatz fir 18s. Flr jedes Zielgen
gab es eine Non Template Control (NTC)-Kontrolle, die DEPC-H,O statt DNA enthalt. Es
wird erwartet, dass das Fluoreszenzsignal der NTC-Kontrolle unter der Detektionsschwel-
le bleibt; sie dient also als Negativkontrolle, um eine Kontamination mit Fremd-DNA aus-
zuschlieBBen.

Nun wurden 6,65 ul der cDNA in 0,5 ml Eppendorf-Tubes pipettiert. Die Anséatze wur-
de nochmal kurz abzentrifugiert, um sicherzustellen, dass sich alle Reaktionskomponeten
am Boden des GefaBes befinden. Im Anschluss wurden 10 ul der Proben mit einer Mehr-
kanalpipette auf eine 384-Well Platte pipettiert. Jede Probe wurde in Dreifachbestimmung
aufgetragen. Schlie3lich wurde die Platte mit einer Folie versiegelt. Diese soll sicherstel-
len, dass das Reaktionsgemisch auch bei den hohen Temperaturen der gPCR im Well
verbleibt, auBerdem schitzt sie vor Kontamination.

Die Proben wurden in der entsprechenden Software (ViiA 7 RUO Version 1.2.1) des
gPCR-Gerates (ViiA 7) erfasst und konnten so den Ergebniswerten zugeordnet werden.
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AuBerdem wurde so die Zyklenzahl (40) sowie die einzelnen Reaktionsphasen festge-
legt. Nach einem kurzen Vorheizen beginnt der ViiA 7 mit der Denaturierungsphase (95
°C), in der die DNA-Strange voneinander getrennt werden. Dies dauert 15 Sekunden. Im
Anschluss kihlt das System auf 60 °C herunter. In dieser Phase (1 min) hybridisieren
zunéchst die spezifischen Primer, bevor die DNA-Polymerase beginnt, einen neuen DNA-
Strang zu synthetisieren. Die Sonden binden an komplementare DNA-Abschnitte. Wenn
die Polymerase die Sonden erreicht, werden Reporter-Molekile von den Quenchern der
Sonden geldst und fluoreszieren.

Die Fluoreszenz der noch an Tag-Sonden gebundene Reporter wird von sog. Quencher-
Molekulen unterdrlckt, die sich in unmittelbarer Nahe befinden. Bei der laufenden DNA-
Synthese werden aber beide Molekille getrennt und entfernen sich so von einander. So
kann der Quencher die vom Reporter ausgesendete Fluoreszenz nicht mehr absorbieren.
Die wahrend der Amplifikation gemessene Fluoreszenz kann als quantitatives Maf3 fur
die Replikation des Zielgens angesehen werden. Diese wiederum erlaubt Rickschlisse
auf die urspringlich vorhandene cDNA bzw. mRNA-Menge. Die Doppelstrange werden
im Anschluss wieder denaturiert/getrennt und die Einzelstrangen durchlaufen den Zyklus
erneut.

Erfasst wird letztlich der Zeitpunkt zu dem die abgegebene Fluoreszenz den Schwel-
lenwert Ubersteigt bzw. ob sie es nicht tut. Den Schwellenwert bestimmen sowohl die
Hintergrundstrahlung als auch das Fluoreszenzlevel, das am Ubergang von linearer zu
exponentieller Substratsynthese erreicht wird. In der Auswertung ist dann entscheidend,
in welchem Zyklus das Signal eines bestimmten Zielgens den Schwellenwert Uibersteigt.
Hierbei wird auf den Zeitpunkt (Zykluszahl), zu dem 18s in der Probe detektierbar wird,
normiert. Diese Normierung wird durchgeflihrt, um evtl. unterschiedliche Gesamt-DNA-
Mengen in den Anséatzen auszugleichen.

Die gemessene Zahl an Zyklen, nach denen der Schwellenwert Gberwunden wird, wird
mit CT bezeichnet (siehe Abbildung 11). Bei der verwendeten Delta-Delta-CT-Methode,
werden die bestimmten CT-Werte wie folgt ausgewertet:

Die CT-Werte aller Proben fiir 18s werden von den CT-Werten des zu untersuchenden
Zielgens in der jeweils gleichen Probe abgezogen (=Delta-CT). Wobei ein hoher CT-Wert
bedeutet, dass ein Signal nach vielen Zyklen den Schwellenwert Gberwand und daher ei-
ne geringe Menge an cDNA in der Probe zu finden war.

Der Delta-CT-Wert einer zuvor bestimmte Kontrollprobe, zu der die Expressionslevel der
anderen Proben in Relation gesetzt werden sollen, wird von den Delta-CT-Werten aller
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(CT(Zielgen)-CT(18s))-CT(Kontrolle)=Delta-Delta-CT

anderen Proben abgezogen, so kommt der Delta-Delta-CT-Wert zustande.

In einem letzten Schritt wird der RQ-Wert nach der Formel RQ=2Peta-Delta-CT phestimmt, so-
dass sich fur die Kontrolle ein Wert von 1 ergibt und fir Proben mit viel Substrat ein Wert
gréBer 1 bzw. fir wenig Substrat ein Wert kleiner 1.
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Abb. 11: Kurvendarstellung der durch die Substratvermehrung freiwerdenden Fluores-
zenz in der qPCR. Am Punkt Ct Ubersteigt die Fluoreszenz den Schwellenwert.
modifiziert nach (Rodriguez-Lazaro, 2013)
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2.2.7 ELISA

Um Proteinlevel nach entsprechender Stimulation (siehe Abschnitt 2.2.3) zu messen, wur-
den fiir die Zytokine Interleukin-1 beta (IL-13), TNF-a und IL-10 ELISAs durchgefiihrt. Bei
den verwendeten Kits der Firma BD Biosciences (San Diego, USA) handelt es sich um
sog. Sandwich-ELISAs. Das Prinzip eines Sandwich-ELISAs ist im Folgenden in Abbil-
dung 12 dargestellt.

Sandwich ELISA

YY ¥¥ %

Antikorperbeschichtete Platte

!
L

Hinzufligen von Substrat

]
Y :j é: (I‘:{.F

Hinzufiigen von enzymgekoppeltem Antikérper

Abb. 12: Allgemeines Prinzip eines Sandwich-ELISAs. Auf eine antikérperbeschichtete
Platte wird das Substrat aufgebracht, welches an die Antikdrper bindet. Unge-
bundenes Substrat wird entfernt. Ein zweiter Antikérper wird hinzugegeben, die-
ser bindet wiederum an das verbliebene Substrat und ist an ein Enzym gekop-
pelt, welches eine Reaktion katalysiert, die zum Beispiel ein fluoreszentes Pro-
dukt hat. Diese Fluoreszenz ist direkt proportional zur Menge an vorhandenem
Substrat, modifiziert nach (Sittampalam, 2004).
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Im Folgenden wird exemplarisch das Protokoll des IL-13-ELISAs vorgestellt. Au3er unter-
schiedlichen spezifischen Antikdrpern unterscheiden sich die Versuchsprotokolle fir die
Zielgene IL-10 und TNF-« nicht von dem gezeigten. Allerdings sind die Standardkonzen-
trationen fir die beiden letztgenannten durchgehend doppelt so hoch (7,8 pg/ml - 500
pg/ml).

Eine 96-Well-Platte wurde mit 100 ul Coating Antibody je Well beschichtet. Dieser war
im Verhéltnis 1:250 in Coating Buffer geldst (1 h Coating Buffer: 7,13g NaHCO3;, 1,599
Na,COs in 1 h H>O; pH bei 9,5). AnschlieBend wurde die Platte versiegelt und Uber Nacht
bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde jedes Well mit je 200 ul Waschpuffer gespllt (Waschpuffer: PBS
mit 0,05 % Tween-20) und die Platte anschlieBend ausgeklopft. Dann wurden die Wells
mit je 200 ul Assay Diluent geblockt (Assay Diluent: PBS mit 10 % FBS) und fir 1 h bei
RT inkubiert und anschlie3end wie beschrieben gewaschen.

Im nachsten Schritt wurden die Standards vorbereitet. Um den héchsten Standard (250
pg/ml) zu erhalten, wurde eine Stammlésung der Konzentration 25 pl/ml 1:100 verdinnt
(10 ul Stock Solution auf 990 ul Assay Diluent). Die weiteren Standards wurden durch 1:2
Verdinnung hergestellt (siehe Abbildung 13). Die Proben wurden je 1:10 in Assay Diluent
verdiinnt und mit je 100 wl in Doppelbestimmung auf die Platte aufgebracht. Ebenso wur-
den 100 ul jedes Standards in Doppelbestimmung auf die Platte pipettiert. In zwei Wells
wurde nur Assay Diluent als Blank verwendet. Es folgte eine zweistlindige Inkubation bei
RT.

300 pL 300 uL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL

/ﬂmmmmmm
-

1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2

o O U U

Stock Standard 250 pg/mb =125 pg/mL=z62.5 pg/mLe===31.3 padmlL=2=15.6 pa/mLesd 8 po/mL==3 9 pg/mil
Pg

Abb. 13: Herstellung der Standards (Verdinnungsreihe immmer im Verhaltnis 1:2) fir
IL-13; vorgelegt sind je 300 ul Assay Diluent; andere Zielproteine abweichend
(modifiziert nach BD Bio Tech Data Sheet ELISA IL-1b).

Nach einem erneuten identischen Waschschritt wurden 100 pl Detection Antibody (1:1000
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in Assay Diluent verdiinnt) auf jedes Well gegeben. Nachdem die Platte fir 1 h bei RT in-
kubiert hatte, wurde erneut gewaschen. Im n&chsten Schritt wurden je 100 ul Enzyme
Reagent (enthalt Meerrettichperoxidase) (1:250 in Assay Diluent verdinnt) zugegeben,
woraufhin die Platte erneut 30 min bei RT inkubierte. Nach einem letzten Waschschritt
wurden je 100 ul Substrat Solution hinzupipettiert (Substrat Solution: Tetramethylbenzidin
und Wasserstoffperoxid im Verhaltnis 1:1). Fir die folgende letzte Inkubation wurde die
Platte nicht versiegelt, aber 30 min im Dunkeln gelagert.

Mit je 50 ul H,SO, wurde die Reaktion gestoppt. Es kam zum Farbumschlag von blau zu
gelb. In einem letzten Schritt wurde die Absorption in einem Microplate-Reader bei 450
nm gemessen. Von diesem Ergebnis wurde das Ergebnis der Korrekturwellenlange 570
nm abgezogen. Von allen korrigierten Messwerten wurde der Wert der Blankmessung ab-
gezogen. Aus den Standards wurde eine Regressionsgerade durch den Nullpunkt gelegt,
deren Steigung bestimmt wurde. Die Messwerte der Proben wurden mit dem Kehrwert der
Verdinnung multipliziert (10), dann wurden sie durch die Steigung der Geraden dividiert.
Ergebnis dieser Rechnung war die Konzentration des Zielproteins in pg/ml.

2.2.8 Zellseparation

Aus der PBMC-Zellsuspension sollten in einem weiteren Schritt die Monozyten isoliert
werden, um feststellen zu kénnen, ob die beobachteten Veranderungen dieser Population
zuzuordnen sind. Bei der Auftrennung der verschiedenen Populationen muss darauf ge-
achtet werden, dass die Selektion selbst keine metabolische Aktivierung der betroffenen
Zellen induziert. Diese Gefahr besteht vor allem bei der so genannten Positivselektion, bei
der die zu separierenden Zellen direkt mit Hilfe von Antikbrpern markiert werden. Diese
Antikdrper kébnnen die metabolische Aktivitat der Zellen verandern (Mayer, 2011). Durch
diese Aktivierung kénnen die Ergebnisse der folgenden Untersuchungen verfalscht wer-
den, da eine Folge der separationsassoziierten Aktivierung beobachtet wird und nicht die
gewdilnschte Aktivierung im Rahmen des eigentlichen Versuches.

Beim fluorescence-activated cell sorting (FACS) kommt dieses Verfahren zum Einsatz.
Die Magnetic Cell Separation (MACS) bietet darliber hinaus die Mdglichkeit der Negativs-
elektion, bei der nur die nicht zu untersuchenden Zellen mit magnetischen Antikdrpern
markiert werden und so extrahiert werden (siehe Abbildung 14).

Bei der MACS durchlauft die Zellsuspension eine Separationssaule, welche an einem Ma-
gneten hangt. Dadurch verbleiben die magnetisch markierten Zellen in der Saule, wahrend
die nicht markierten Zellen unten herausflieBen.

Aus den oben genannten Grinden wurde eine MACS-negativ-Selektion durchgefiihrt. Im
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Abb. 14: Positive und negative Selektion mit Hilfe von magnetischen Antikérpern, rot mar-
kiert ist die vorteilhaftere negative Selektion, modifiziert nach (Kathleen M Bo-
tham, 2016).

ersten Schritt wurden die Zellen gezahlt und 1x107 Zellen aus der Suspension entnom-
men. Diese wurden bei 4 °C, 300 g fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen und das Pellet in 30 ul Puffer resuspendiert. Im nachsten Schritt wurden je 10 pl
FcR Blocking Reagent und Biotin-Antibody Cocktail hinzugefiigt. Das Blocking Reagent
blockt die unspezifischen Bindungen im Antibody Cocktail, der dann hochspezifische Bin-
dungen eingeht. Die Antikdrper sind biotinmarkiert um im Verlauf von einem zweiten Anti-
kérper gebunden werden zu kénnen.

Der Ansatz wurde gut durchmischt und anschlieBend fir 5 min bei 4 °C inkubiert. Dann
wurden nochmals 30 ul PBS-Puffer hinzugegeben. Um die bereits gebundenen Antikérper
magnetisch zu machen, wurden mit MicroBeads gekoppelte Anti-Biotin-Antikérper hinzu-
gegeben (20 ul). Es folgte eine weitere Inkubation bei 4 °C fir 10 min.

Zur Separation mussten die Saulen (LS Columns) vorbereitet werden. Dazu wurden sie
mit 3 ml PBS-Puffer gespult. Im Anschluss wurde die Zellsuspension auf die S&dule auf-
gebracht, erneut mit 3 ml Puffer gespult und der Durchfluss aufgefangen. Dieser wurde
erneut auf die Saule gegeben und mit 3 weiteren ml Puffer gespult. Dieser Ablauf wurde
noch einmal wiederholt.

Die markierten Zellen verbleiben im Anschluss in der Sdule und der Durchfluss enthalt die
gesuchten, nicht markierten Zellen.
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2.2.9 Adhasionsassay

Die Effektorfunktionen von Immunzellen missen im Zusammenspiel mit anderen betei-
ligten Zellarten untersucht werden. Dies gilt im Besonderen fir die Adh&sion. Fir den
Adhésionsassay wurden HPMECs und PBMCs verwendet. Die HPMECs bilden dabei die
Zellschicht, an die die PBMCs adharieren. Da es sich bei den HPMEC-STR.1 um im-
mortalisierte Zellen handelt, kbnnen mit ihnen Iangerfristige Effekte beobachtet werden,
als es mit PBMCs mdglich ware. Daher wurden flr diesen Versuch die HPMECs LPS-
Stimulationen unterzogen und ihre Interaktion mit PBMCs untersucht. Auf diese Weise
kann beobachtet werden, wie PBMCs an stimulierten Endothelzellen adhérieren und wel-
che Veranderungen sich in diesem Zusammenhang ergeben.

In 24-Well-Platten wurden 50.000 HPMECs je Well ausgesat. Nach zwei Tagen waren
die Zellen angewachsen und das Medium wurde erneuert. Die Zellen der Spalten 3 und
5 wurden zudem mit LPS [1 pg/ml] stimuliert (siehe Tabelle 4). Am nachsten Tag wurde
wieder das Medium gewechselt und die Spalten 3 und 5 erneut mit LPS in der angege-
benen Konzentration stimuliert. Dies wurde an einem dritten Tag nochmals wiederholt, bis
am vierten Tag nur das Medium gewechselt wurde. Um die unmittelbare LPS-Aktivierung
abzuwarten, wurden die Zellen nochmals 3 Tage inkubiert, bis schlieB3lich der eigentliche
Versuch durchgefihrt wurde.

Die PBMCs wurden, wie im Kapitel PBMC-Isolation dargestellt, gewonnen. Im Anschluss
wurden von mehreren Probanden je 5x10° Zellen in 5 ml Medium (RPMI 1640) mit 0,5
pl/ml Calcein-AM 1 h im Brutschrank inkubiert. Es wurden verschiedene Probanden ge-
wahlt, um zu sehen wie konstant die zu beobachtenden Effekte zwischen den Individuen
sind.

Calcein fluoresziert und darf deswegen wahrend des gesamten Versuchs keinem direkten
Licht ausgesetzt werden. Der Farbstoff beginnt allerdings erst zu fluoreszieren, nachdem
er gespalten wurde. Diese Aufgabe Ubernimmt die zellulare Esterase, extrazellularer Farb-
stoff fluoresziert daher nicht.

Nach Abschluss der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert (300 g, 5 min, RT, ohne
Bremse) und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 10 ml PBS
gewaschen und erneut abzentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des Uberstandes wur-
den die PBMCs in 5 ml Medium (RPMI 1640) aufgenommen. Das Medium der HPMECs
wurde ebenfalls abgesaugt und auch diese mit 0,5 ml PBS pro Well gespult.

Nun wurden je 500 ul der PBMC-L6ésung auf die Wells der Reihen 2 bis 5 gegeben. An-
schlie3end wurde die Platte 30 min im Brutschrank inkubiert.

SchlieBlich wurden die Wells noch zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen, hierbei wurden die
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Tab. 4: Adhé&sionsassay auf 24-Well-Plate, Proben in Vierfachbestimmung, P1: Proband
1, P2: Proband 2, US: Unstimulierte HPMECs, S: Stimulierte HPMECs

1 3 5

»

Blank
P1+US |
P1+S
P2 +US |~
leer

P2 +S

CEE

nicht adharenten PBMCs weggespililt. Alle Zellen, die dann (durch die Calceinmarkierung)
noch leuchteten, waren auch adharent. Nun konnte die Platte in einem Fluoreszenzreader
(Cytation 3 Reader) analysiert werden.

2.2.10 Phagozytoseassay

FUr den Phagozytoseassay wurden die PBMCs statt mit einem 2. Hit LPS mit pHrodos der
Firma ThermoFisher Scientific inkubiert. PHrodos sind Fragmente von abgetdteten E.coli
Bakterien, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (in diesem Fall FITC) wurden.
Dieser Farbstoff hat an sich schon eine Fluoreszenzaktivitat, diese wird aber in Abhan-
gigkeit vom pH-Wert gré3er oder kleiner. Das Fluoreszenzmaximum liegt dabei bei einem
pH-Wert von 4 (siehe Abbildung 15). Dies ist auch der pH-Wert der in Lysosomen vorliegt
(Flannagan, 2012). Daher kann davon ausgegangen werden, dass phagozytierte pHrodos
starker fluoreszieren als solche, die frei im Medium/Puffer vorliegen.
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Abb. 15: pH-abhangige Eigenschaften der pHrodos. A: Mit der Endosomreifung nimmt
der pH-Wert im Endo-/Lysosom ab und die Fluoreszenz zu. B: Darstellung der
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit vom pH-Wert; Exitation bei 532 nm, modi-
fiziert nach (Dolman, 2013).

Die PBMCs wurden wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben gewonnen, anschlieBend wurden
1x108 Zellen (in 1 ml Medium) pro Well auf eine 24-Well Platte aufgebracht. Diese wurden
mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen stimuliert.

Tab. 5: 24-Well Platte: PBMCs von zwei verschieden Probanden (P1/P2), die mit
LPS stimuliert wurden. Die Zahlen geben die LPS-Konzentration in [ng/ml] an.
K=Kontrolle; Medium statt LPS

Donor PBMCs 1 2 3 4 5 6
P1 A K 1000 | 100 10 1 0,1
B K 1000 | 100 10 1 0,1
P2 C K 1000 | 100 10 1 0,1
D K 1000 | 100 10 1 0,1

Nachdem die Zellen wie in Tabelle 5 behandelt wurden, inkubierten sie flir 24 h im Brut-
schrank. AnschlieBend wurden die PBMCs aus denn Wells geerntet und abzentrifugiert
(800 g, RT, 5 min). Der Uberstand wurde verworfen.
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Die lyophilisierten pHrodos wurden in 2 ml Medium (RPMI 1640) gel6st und anschlie3end
gevortext. Dann wurden sie in Medium (RPMI 1640) 1:10 verdinnt. In jeweils einem ml
dieser Verdinnung wurden die Zellen resuspendiert und wieder (nach dem Schema in
Tabelle 5) auf eine frische schwarze Platte ausgesat. Diese hat den Vorteil, dass Streu-
effekte minimiert werden. Nach 2 h Inkubation im Brutschrank wurde die Fluoreszenz auf
der Platte photometrisch bestimmt. Dazu wurde sie im Cytation 3 Reader gemessen (Exi-
tation/Emission[nm]: 509/533). Da einzelne punktuelle Messungen eine zu grol3e Varianz
zeigten, wurde ein Area Scan mit 3x3 Messungen pro Well durchgefiihrt und das arithme-
tische Mittel bestimmit.

2.2.11 Inhibitorbehandlung

Um zu klaren, ob eine eventuelle Toleranzinduktion auf epigenetische Mechanismen zu-
rickzuflhren ist, wurden zwei etablierte Inhibitoren epigenetischer Enzyme eingesetzt:
Decitabin (5-Aza-2’-desoxycytidin) und Trichostatin A. Ersteres blockiert DNA- und RNA-
Methyltransferasen, letzteres ist ein Inhibitor der Histondeacetylasenklassen 1 und 2 (Ka-
rahoca, 2013; Sato, 2005).

Decitabin und TSA wurden in Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst.

Die PBMCs wurden wie in 2.2.1 isoliert, wie in 2.2.2 kultiviert und wie in 2.2.3 stimuliert.
Zeitgleich mit dem 1. Hit wurden die Inhibitoren zugegeben. Als Kontrolle diente eine wei-
tere Gruppe, zu der neben LPS/Medium statt den Inhibitoren ein entsprechendes Volumen
DMSO gegeben wurde (siehe Tabelle 6).

Tab. 6: Behandlungsgruppen flr Inhibitorversuche; 1: 1. Hit (Gber Nacht), 2: 2. Hit(3 h),
1+2: 1. und 2. Hit(Uber Nacht bzw. 3 h), M: Mediumkontrolle, Inhib.: Inhibitorgabe
(mit 1. Hit), DMSO: DMSO-Kontrolle (mit 1. Hit) Durchgefihrt in 6-Well-Platten in
Doppelbestimmung; hier abweichend dargestellt.

M M
DMSO | Inhib.
1 1
DMSO | Inhib.
2 2
DMSO | Inhib.
1+2 142
DMSO | Inhib.
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2.2.12 DNA-Isolation

Um eine Methylierungsanalyse durchzufihren, wurde die DNA aus (wie in Abschnitt 2.2.13
beschrieben) unstimulierten und stimulierten Zellen gewonnen. Diese DNA-Isolation wur-
de mit Hilfe eines Isolationskits fiir genomische DNA (Machery Nagel) durchgefiihrt.

Pro Behandlungsgruppe wurden 107 Zellen in 200 ul eines im Kit enthaltenen Lysepuffers
(T1) resuspendiert. Im nachsten Schritt wurden 25 ul Proteinase und 200 ul eines zwei-
ten Lysepuffers (B3) hinzugegeben. Die Proben wurden gut durchmischt und bei 70 °C
fir 15 min inkubiert. Im Anschluss wurden je 210 ul Ethanol hinzugeftgt und die Proben
nochmals durchmischt. Dabei wurde die DNA als Prazipitat sichtbar.

Um die DNA aus den Proben zu isolieren, wurde jede Probe auf eine Saule mit Silica
Membran gegeben, an der die DNA gebunden wurde. Die Saule wurde in ein 1,5 ml Re-
aktionsgefaf gestellt, welches den Durchfluss aufnahm. Die Proben wurden fir 1 min bei
11.000 g zentrifugiert, der Durchfluss verworfen. Beim folgenden Waschschritt wurden
500 ul Waschpuffer (BW) hinzugegeben, erneut fir 1 min bei 11.000 g zentrifugiert und
der Durchfluss schlie3lich verworfen. Ebenso wurde ein zweiter Waschschritt mit 600 pl
eines zweiten Waschpuffers (B5) durchgefiihrt und der Durchfluss wiederum verworfen.
Um die Membran zu trocknen und Lésungsmittelreste zu entfernen wurde sie erneut fir
1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Nun befand sich nur noch die DNA in der Membran und
konnte in einem letzten Schritt aus ihr herausgeldst werden. Dazu wurden die Membranen
in neue 1,5 ml Reaktionsgefaf3e platziert. 100 ul Elutionspuffer (BE) wurde auf die Mem-
bran gegeben und diese anschlielBend fur 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss
(der nun die DNA enthalt) wurde bei -20 °C eingefroren und innerhalb von wenigen Tagen
weiterverarbeitet.

2.2.13 Methylierungsassay

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Humangenetik der Universitatsklinik Bonn wurden
die Methylierungslevel in CpG-sites analysiert. Dafiir wurden Proben von vier Probanden,
wie in 2.2.1 beschrieben, gewonnen und anschlieend tber Nacht mit 10 ng/ml LPS inku-
biert. Die Zellen wurden dann bei 300 g abzentrifugiert.

Wie in Abschnitt 2.2.12 beschrieben, wurde die DNA isoliert und im Anschluss eine Bisulfit
Konversion der DNA durchgefiihrt, bei der unmethylierte Cytosinbasen in Uracil konver-
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tiert werden, wahrend methyliertes Cytosin unverandert bleibt (siehe Abbildungen 16,17).

NH, NH, OH o]
NF NaHSO,, pH 5.0 NP + H,O, - NH; NF OH HN
/N —> e 1
+ NaHSO,
(o] N o N N N
H H ° H H
Uracil

SOsNa S03Na o)

Cytosine

Abb. 16: Bisulfit Konversion von unmethyliertem Cytosin, modifiziert nach (Huang, 2010)

NH,

N,;],@N:MSO\ pH 5.0
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H

5-Methylcytosine (5-mC)

Abb. 17: Fehlende Bisulfit Konversion bei methyliertem Cytosin, modifiziert nach (Huang,
2010)

In einem nachsten Schritt wurde die DNA Uber Nacht amplifiziert. Das Produkt wurde
durch enzymatischen Verdau fragmentiert um kirzere DNA-Abschnitte zu erhalten. Die
Fragmente wurden durch Ethanol prazipitiert und dann bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und die DNA in einem Hybridisierungspuffer resuspendiert. Nun
wurden die Proben auf einen Analyse Chip aufgetragen (BeadChip, lllumina); bei der fol-
genden Inkubation hybridisierten die DNA-Fragmente mit den auf dem Chip vorhandenen
Sonden. Auf diesem sind Sonden fir 500.000 CpG-Sites aufgebracht, jeweils eine, die
die methylierte und eine, die die unmethylierte Variante erkennt. Die Erkennung beruht
auf der Hybridisierung zwischen der zu untersuchenden DNA und den komplementaren
Sonden. Durch die zuvor durchgefiihrte Bisulfitkonversion kann zwischen methyliertem
und unmethyliertem Cytosin unterschieden werden.

In einer weiteren Inkubation Uber Nacht lagerten sich die Proben an die entsprechenden
Sonden an. Im Anschluss wurden unspezifisch gebundene Proben abgewaschen. Um
die Ubrige Menge an DNA messbar zu machen, wurden die verbliebenen Fragmente ver-
langert und mit Fluorochromen markiert. In einem letzten Schritt wurden die Proben mit
einem Laser angeregt und die abgestrahlte Fluoreszenz wurde gemessen. Jeder Position
kann eine CpG-site zugeordnet werden und Uber die Intensitat der Fluoreszenz kann dar-
auf zurtickgeschlossen werden, in wie vielen Zellen der (un-)methylierte Zustand vorlag.
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2.2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit GraphPad Prsim 5 (GraphPad Software
Inc.) durchgeflihrt. Zur Signifikanzbestimmung zwischen zwei Gruppen wurde der t-Test
mit einem Konfidenzintervall von p<0,05 verwendet. Wenn mehrere Gruppen miteinander
verglichen werden sollten, wurde eine 1-way analysis of variance (ANOVA) gefolgt von
einem Tukey multiple comparison durchgefiihrt. Auch hier galt p<0,05 als Konfidenzinter-
vall.

Statistisch signifikante Ergebnisse wurden in den entsprechenden Graphiken durch die
folgenden Symbole gekennzeichnet (siehe Tabelle 7).

Tab. 7: Signifikanzniveaus mit entsprechenden Symbolen

* p<0,05
e p<0,0001
n.s. | nicht signifikant

Wenn keine Kennzeichnung erfolgte, waren die dargestellten Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich oder ein signifikanter Unterschied nicht von inhaltlicher Relevanz.
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3. Ergebnisse

3.1 Veranderung der Genexpression durch Toleranzinduktion

Um den Einfluss der LPS-Stimulation auf die Zytokinexpression zu untersuchen, wurden
die Expressionslevel mit Hilfe von cDNA-Synthese und gPCR untersucht. Ziel der Versu-
che war zu eruieren, ob durch die LPS-Stimulation eine Toleranzinduktion hinsichtlich der
Produktion der Zytokine IL-13, TNF-a und IL-10 erreicht werden konnte.

Die Analysen wurden mit PBMCs, die, wie in Abschnitten 2.2.1 und 2.2.3 beschrieben,
isoliert und behandelt wurden, durchgefiihrt. Die Zellen wurden 16 h mit 10 ng/ml LPS (1.
Hit) behandelt, am folgenden Tag wurde mit 100 ng/ml LPS fir 3 h stimuliert. Die Kontrol-
len erhielten entsprechende Volumina Medium.

Im Falle von IL-13 zeigte sich eine deutliche Hochregulation / Induktion der Genexpressi-
on auf die alleinige LPS-Stimulation sowohl mit 10 ng/ml (1. Hit) als auch mit 100 ng/ml
(2. Hit), wobei die Stimulation mit 100 ng/ml zu einer deutlich héheren IL-13-Expression
fihrte. Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit einem 2. Hit, bei zuvor erfolg-
tem 1. Hit keinen zusatzlichen Effekt gegeniber ausschlieBlicher Stimulation mit dem 1.
Hit hat (siehe Abbildung 18).
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Abb. 18: gPCR mit Zielgen IL-13; Kontrolle mit Medium statt mit LPS behandelt, 1. Hit mit
10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS
inkubiert (zuvorige Uber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml
LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. RQ-Wert: Expressionsrate relativ zur
Kontrolle (Faktor). Statistische Auswertung mit 1-way ANOVA und Tukey compa-
rison test, dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, es zeigten sich keine
relevanten, statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, n=>5.
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In Abbildung 19 zeigt sich ein ahnliches Bild fur TNF-a wie in Abbildung 18 far IL-13. Der
deutlichste Unterschied besteht in den wesentlich geringeren RQ-Werten fur die Gruppen
1. Hit und 1.+2. Hit. Die Gruppe 2. Hit unterscheidet sich signifikant von der Gruppe 1.+2.
Hit (p<0,0001). Wéhrenddessen zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe 1.+2. Hit.

TNF PCR
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Abb. 19: gPCR mit Zielgen TNF-«a; Kontrolle mit Medium statt mit LPS behandelt, 1. Hit
mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS
inkubiert (zuvorige Uber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml
LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. n.s.: nicht signifikant, ***: p<0,0001.
RQ-Wert: Expressionsrate relativ zur Kontrolle (Faktor). Statistische Auswertung
mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler, n=8.
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Die folgende Abbildung 20 zeigt, dass die IL-10-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eine
deutlich geringere Induktion der Transkriptionsaktivitat far IL-10 im Vergleich zu IL-13 und
TNF-a nachwies.

Dariber hinaus bewegen sich die Transkriptionslevel der mit LPS behandelten Gruppen
Uber dem der Kontrolle, unterscheiden sich aber untereinander nur unwesentlich.

IL-10 PCR

501

40-

30+

20+

RQ-Werte

\. t». x{»
\o
Treatment

Abb. 20: gPCR mit Zielgen IL-10; Kontrolle mit Medium statt mit LPS behandelt, 1. Hit mit
10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS
inkubiert (zuvorige Uber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml
LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. RQ-Wert: Expressionsrate relativ zur
Kontrolle (Faktor). Statistische Auswertung mit 1-way ANOVA und Tukey compa-
rison test, dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, es zeigten sich keine
relevanten, statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, n=>5.
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Die folgende Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse von Untersuchungen, in denen versucht
wurde, die bei der TNF-a-Expression beobachtete Toleranz mit Hilfe eines Inhibitors epi-
gentischer Enzyme riickgangig zu machen (siehe Abschnitte 2.2.11). Im Ubrigen wurde
ein Vorgehen gewahlt, dass dem Versuch zu Abbildung 19 entspricht.

Innerhalb der DMSO-Kontrollen (Lésungsmittel fir Inhibitoren), zeigen sich ahnliche Wer-
te wie in Abbildung 19. Innerhalb der mit Inhibitor behandelten Gruppen zeigen sich durch-
gangig héhere RQ-Werte als bei den Kontrollen. Innerhalb dieser Gruppe und zwischen
den Gruppen gibt es aber keine signifikanten Unterschiede, die nicht schon in der PCR
ohne Inhibitor gezeigt wurden.

Im Vergleich der Inhibitorgruppe (Behandlung mit 5-Aza. und TSA) der Kontrollgruppe
(DMSO) zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der TNF-a-Expression. In beiden
Gruppen flihrt die Behandlung mit dem 2. Hit zur zum Beobachtungszeitpunkt starksten
Induktion der TNF-a-Expression.
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Abb. 21: gPCR mit Zielgen TNF-« und Inhibitorgabe; - mit Medium statt mit LPS behan-
delt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS tber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit 100
ng/ml LPS inkubiert (zuvorige Uber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit
10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Inhibitorgabe/DMSO-Gabe
mit 1. Hit, Konzentration Inhibitoren siehe 2.2.11. RQ-Wert: Expressionsrate re-
lativ zur Kontrolle (Faktor). Statistische Auswertung mit 1-way ANOVA und Tukey
comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, es zeigten sich
keine relevanten, statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen,
n=8 fir DMSO Kontrollen und n=3 fur Inhibitor-Behandlung.
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3.2 Toleranzinduktion der Proteinsekretion

Die Abbildungen 22, 23 und 24 zeigen die Ergebnisse der ELISAs, welche mit den Uber-
stdnden der Stimulationsversuche, die den Ergebnissen aus Abschnitt 3.1 zu Grunde lie-
gen, durchgefiihrt wurden.

Die Proteinmengen in den Uberstdnden wurden bestimmt, um feststellen zu kénnen, wie
viel Protein produziert wurde. Die RNA-Analysen geben hiertber nur mittelbar Aufschluss,
zeigen die zeitliche Dimension aber besser.

In der folgenden Abbildung 22 werden die gemessenen Proteinkonzentrationen far IL-13
gezeigt. Auch hier zeigt sich eine deutliche Stimulation der IL-13-Produktion durch die
LPS-Zugabe. Zellen, die Uber Nacht mit LPS inkubiert wurden, produzierten etwas mehr
IL-13 als die Zellen, die Uiber 3 h inkubiert wurden.

Die Gruppe, die beidem ausgesetzt wurde, zeigt nur unwesentlich mehr IL-13 im Uber-
stand und keinesfalls ist ein additiver Effekt zu beobachten.
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Abb. 22: Ergebnisse des ELISAs fur IL-13; Kontrolle mit Medium statt mit LPS behan-
delt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit
100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige tber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit
mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Statistische Auswertung
mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler, es zeigten sich keine relevanten, statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen, n=5.

In Abbildung 23 kommen die TNF-a-Konzentrationen in den Uberstanden der verschiede-
nen Gruppen zur Darstellung. Hierbei zeigt sich eine signifikant héhere Proteinmenge in
der Gruppe 1. Hit gegenlber der Kontrolle.

Dartber hinaus sind die Proteinkonzentrationen in den anderen Gruppen sehr ahnlich.
Und es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe 1. Hit und der Gruppe
1.+2. Hit.
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Abb. 23: Ergebnisse des ELISAs fur TNF-a; Kontrolle mit Medium statt mit LPS behan-
delt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit
100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige tber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit
mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Statistische Auswertung
mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler, n=7.

Bei der Untersuchung der sezernierten Mengen des Proteins IL-10 (siehe Abbildung 24)
zeigten sich in den Gruppen 1. Hit und 1.+2. Hit deutlich erhéhte Konzentrationen gegen-
Uber der Gruppe 2. Hit und der Kontrollgruppe.
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Abb. 24: Ergebnisse des ELISAs fir IL-10; Kontrolle mit Medium statt mit LPS behan-
delt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inkubiert, 2. Hit mit
100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige tber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit
mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Statistische Auswertung
mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler, es zeigten sich keine relevanten, statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen, n=5.

3.3 Effektorfunktionen

Ziel der Phagozytoseversuche war es, zu untersuchen, ob eine Vorstimulation mit LPS zu
einer Herabsetzung der Phagozytosefahigkeit (Toleranzinduktion) fuhrt.

Die folgenden Abbildungen 25, 26 und 27 zeigen die Ergebnisse der Versuche zur Pha-
gozytoseleistung mit LPS vorstimulierten PBMCs, diese wurden mit den angegebenen
Konzentrationen LPS Uber Nacht inkubiert. Der 2. Hit entféllt hier auf die pHrodos, die
sowohl einen weiteren Stimulus (Bakterienbestandteile), als auch die Fluoreszenzquelle
einbringen. Zur Methodik siehe Abschnitt 2.2.10.

In Abbildung 25 ist der signifikante Unterschied (p<0,05) in der Fluoreszenzintensitat zwi-
schen der mit LPS (0,1 ng/ml) vorstimulierten Gruppe und der Kontrollgruppe zu sehen.
Diese Fluoreszenzintensitat korreliert direkt mit der Menge aufgenommener pHrodos.
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Abb. 25: Phagozytoseassay mit vorstimulierten PBMCs: Kontrolle mit Medium statt mit
LPS behandelt, 1. Hit 0,1 ng/ml LPS Uber Nacht, im Anschluss 3 h Inkubati-
on mit pHrodos, Fluoreszenzintensitat korreliert mit Phagozytoseaktivitat, siehe
2.2.10. n=4 *: p<0,05., dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, statisti-
sche Auswertung mit t-Test.

Um zu untersuchen, ob sich der in Abbildung 25 beobachtete Effekt noch verstarken lasst,
wurden die Zellen mit verschiedenen héheren LPS-Konzentrationen vorbehandelt (siehe
Abbbildung 26).

Hierbei zeigten sich mit steigender Konzentration sich der Intensitat der Kontrolle anna-
hernde Fluoreszenzintensitaten; bis bei einer Konzentration von 1 mg/ml fast wieder die
Phagozytoseleistung unstimulierter Zellen erreicht wird. Dabei wird aber die Phagozyto-
seleistung der unstimulierten Zellen in den Versuchen, nie von der vorstimulierter Zellen
Uberboten.
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Abb. 26: Phagozytoseassay mit vorstimulierten PBMCs: Kontrolle mit Medium statt mit
LPS behandelt, 1. Hit mit unterschiedlichen Konzentrationen LPS Uber Nacht,
im Anschluss 3 h Inkubation mit pHrodos, Fluoreszenzintensitat korreliert mit
Phagozytoseaktivitat, siehe 2.2.10, n=4, signifikante Unterschiede lie3en sich
nicht beobachten, dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, Statistische
Auswertung mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test.

Die oben dargestellte Konzentrationsabhangigkeit, zeigte sich bei einem Probanden be-
sonders deutlich und ist im Folgenden einzeln dargestellt (siehe Abbildung 27). Die ge-
zeigten Daten sind auch Teil der Abbildung 26. Die in Abbildung 27 dargestellten Ergebnis-
se zeigen einen Abfall der Phagozytoseleistung auf ein Drittel der Kontrolle bei einem Pro-
banden, wahrend sich die Fluoreszenzaktivitat bei den Zellen anderer Probanden kaum
durch unterschiedliche LPS-Konzentrationen beeinflussen lief3 (siehe Abbildung 26).

Als weitere funktionelle Analyse wurde ein Adhdsionsassay durchgefiihrt, bei dem un-
stimulierte PBMCs an vorstimulierte HPMECs adharieren. Zur Methodik siehe Abschnitt
2.2.9. Grundsatzlich konnte eine Adhéasion zwischen den beiden Zelltypen beobachtet
werden. Es zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen der vorbehandelten
Gruppe und der Kontrolle.



62
Phagozytose (n=1)
20000+
150004 o
10000- A v

5000+ )

Fluoreszenzintensitit

LPS-Konz. 1. Hit [ng/ml]

Abb. 27: Phagozytoseassay mit vorstimulierten PBMCs: Einzelner Proband aus den Da-
ten der Abbildung 26, dessen Zellen mit abnehmender Konzentration des 1. Hits
eine schwacher werdende Phagozytoseleistung zeigen. Kontrolle mit Medium
statt mit LPS behandelt, 1. Hit mit unterschiedlichen Konzentrationen LPS lber
Nacht, im Anschluss 3 h Inkubation mit pHrodos, Fluoreszenzintensitat korreliert
mit Phagozytoseaktivitat, siehe 2.2.10, dargestellt sind Mittelwerte und Stan-
dardfehler, Statistische Auswertung mit 1-way ANOVA und Tukey comparison
test, n=1.

3.4 Methylierungsanalyse

Diese Analyse wurde durchgefihrt um darzustellen, in welchen Genen epigenetische Ver-
anderungen durch die vorgenommene LPS-Stimulation hauptsachlich stattfinden und wel-
chen Signalwegen diese zugeordnet werden kénnen.

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der durchgeflhrten Methylierungsanalyse. Es
wurden stimulierte und nicht stimulierte PBMCs (Stimulation nach 2.2.3) verschiedener
Probanden auf den Methylierunsgrad ihrer CpG-Sites hin untersucht. Die entsprechen-
den Gene wurden verschiedenen Pathways zugeordnet und diese wurden in absteigender
Anzahl der enthaltenen signifikant regulierten CpG-Sites aufgelistet. Signifikant reguliert
kann in diesem Zusammenhang sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme der Me-
thylierung der CpG-Sites bedeuten.

Wie aus Tabelle 8 deutlich wird, sind die meisten der untersuchten CpG-Sites differenziell
methyliert.
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Tab. 8: Methylierungsveréanderungen in einzelnen Pathways mit Anzahl der CpG-Inseln,
der regulierten Sites und p-Values. KEGG Pathway: Code in der Kyoto Encyclope-
dia of Genes and Genomes, N: Anzahl der analysierten CpG-Inseln, DE: Anzahl
der differenziell methylierten CpG-Inseln, P.DE: P-Wert fir die entsprechenden In-

seln.

KEGG Pathway | Pathway N DE P.DE
hsa01100 Metabolic pathways 1252 | 870 | 6,27E-255
hsa05200 Pathways in cancer 394 | 316 | 1,20E-97
hsa05165 Human papillomavirus infection 318 | 244 | 1,79E-66
hsa04151 PI3K-Akt signaling pathway 339 | 243 | 9,24E-59
hsa04010 MAPK signaling pathway 255 | 197 | 5,27E-50
hsa05166 HTLV-I infection 252 | 192 | 1,05E-49
hsa04360 Axon guidance 174 | 151 | 2,22E-45
hsa04144 Endocytosis 244 | 186 | 4,18E-45
hsa04015 Rap1 signaling pathway 210 | 167 | 1,86E-44
hsa04014 Ras signaling pathway 226 | 173 | 2,24E-43
hsa05169 Epstein-Barr virus infection 197 | 156 | 3,43E-41
hsa04510 Focal adhesion 198 | 159 | 4,35E-41
hsa05205 Proteoglycans in cancer 203 | 157 | 1,11E-37
hsa04810 Regulation of actin cytoskeleton 211 | 160 | 8,19E-37
hsa05202 Transcriptional misregulation in cancer 181 | 141 | 7,12E-36
hsa05203 Viral carcinogenesis 198 | 149 | 1,27E-35
hsa05167 Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus | 186 | 140 | 2,96E-35

infection
hsa04022 cGMP-PKG signaling pathway 162 | 132 | 1,17E-35
hsa05016 Huntington’s disease 186 | 140 | 1,65E-34
hsa04141 Protein processing in endoplasmic reticu- | 165 | 131 | 1,85E-34
lum
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4. Diskussion

4.1 Fragestellung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit mehreren Fragen rund um die Toleranzinduktion von
PBMCs durch LPS. Konkret wurden sowohl die Zytokinexpression, wie auch Defizite in
den anderen Funktionen (Phagozytose, Adhasion) nach LPS-Stimulation untersucht.

In einem zweiten Schritt wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen der beobachte-
ten Toleranz und epigenetischen Modifikationen herzustellen.

Patienten mit einem geschwéachten Immunsystem durch eine antiinflammatorische Reakti-
on auf eine Sepsis haben eine deutlich schlechtere Prognose im Bezug auf eine mégliche
Sekundarinfektion (Hotchkiss, 2013). Daher kommt der Untersuchung dieser Defizite und
ihres Ursprungs eine direkte klinische Bedeutung zu.

4.2 Toleranzinduktion und Zytokinexpression

Eine Toleranzinduktion durch LPS ist vor allem fur die TNF-a-Expression in verschiede-
nen Zelllinien nachgewiesen (Brogdon, 2013). In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigt
sich daher in Abbildung 23, dass die Menge des sezernierten Proteins (TNF-«) zwischen
der 1. Hit Gruppe und der 1.+2. Hit Gruppe nicht signifikant unterschiedlich ist. Darlber
hinaus zeigt sich in der passenden quantitativen qPCR (siehe Abbildung 19), dass ein 2.
Hit bei erfolgtem 1. Hit keine Expressionssteigerung von TNF-a zur Folge hat. Dadurch
kann nicht nur die erfolgreiche Toleranzinduktion gezeigt werden, sondern darlber hinaus
auch, dass ein friih eingreifender Toleranzmechanismus die Expression von TNF-a ver-
hindert.

FuUr die Expression der Zielgene/-proteine IL-10 und IL-13 ist die Toleranzinduktion (im
Einklang mit der Literatur (Rigato, 2003)), nicht so ausgepragt, wie fir TNF-a.. Die Expres-
sionslevel von IL-13 konnten durch die Kombination beider Hits nicht tGiber das Niveau des
2. Hits alleine gehoben werden bzw. bleiben darunter und auf dem Level des 1. Hits. Das
Maf der Toleranzinduktion bleibt aber hinter dem fir TNF-a zurlck.

Far IL-10 konnte keine Toleranzinduktion gezeigt werden, diese sprache aber auch gegen
die Entwicklung einer Immundefizienz, da IL-10 ein eher antiinflammatorisches Interleukin
ist (Steen, 2019) und damit der Immunreaktion entgegenwirkt.

In einem nachsten Schritt wurde versucht, die fir TNF-a beobachtete Toleranzentwick-
lung durch Inhibitoren epigenetischer Enzyme (Decitabin und Trichostatin A) zu verhin-



65

dern. Wie in Abbildung 21 deutlich wird, konnte dies aber nicht erreicht werden. Die Tran-
skriptionslevel fur die Gruppe 1.+2. Hit erreichen auch mit Inhibitor nicht das Niveau der
Gruppe 2. Hit ohne Inhibitor. Zwar ist die Transkriptionsaktivitéat in der Gruppe 1.+2. Hit
mit Inhibitorzugabe etwas hdher, als die in der vergleichbaren Gruppe ohne Inhibitor, aber
ein signifikanter Unterschied konnte nicht ermittelt werden. Des weiteren zeigt sich eine
unspezifische Aktivierung der TNF-a-Expression durch die Inhibitoren, was die Aussage-
kraft der Untersuchung deutlich schmalert, da eine Wirkung der Inhibitoren jenseits der
intendierten angenommen werden muss.

Eine mdgliche Erklarung fir die mangelnde Aufhebung der Toleranz durch die Inhibitoren
ware, dass sie nicht in der Lage sind eine epigenetische Toleranzinduktion zu verhindern.
Es ist auBerdem denkbar, dass der gewilnschte Effekt auf DNA-Ebene erreicht wurde,
dieser aber in den Daten nicht zu sehen ist, da er von anderen schneller wirkenden Re-
gulationsmechanismen Uberlagert wird.

Als beschriebene Mechanismen fur (kurzfristige) Toleranzinduktion kommen vor allen Ab-
bau/Internalisierung von Rezeptoren (Di Guglielmo, 2003) und deren Desensibilisierung
(Lohse, 1996) in Frage. Als kurzfristige Effekte sind dartiber hinaus der endosomale Abbau
von TLR-4-Rezeptoren (Husebye, 2006) und die (De-)Phosphorilierung wichtiger Proteine
der Signaltransduktion (Liu, 2019) in der Literatur beschrieben. Ebenso wurde eine Unter-
brechung der TLR-Signaltransduktion durch nicht codierende RNA-Molekiilen dargelegt
(Vergadi, 2018).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zytokinexpression nicht generell in der
Gruppe 1.+2. Hit reduziert war, daher muss die generelle Abschwéachung der LPS-Sig-
naltransduktion auf Rezeptorebene als unwahrscheinlich angesehen werden. Vielmehr
muss vor dem Hintergrund der genannten Untersuchungen eine differenzierte Betrach-
tung der Toleranzinduktion mit unterschiedlichen Mechanismen vorgenommen werden.
Dardber hinaus sollte die zeitliche Dimension Beachtung finden; wahrend die kurz- und
mittelfristigen antiinflammatorischen Vorgange in der Sepsis relativ gut erforscht sind, sind
die Mechanismen der langerfristigen Immunsuppression deutlich schlechter verstanden.
Epigenetische Veranderungen sind als Grund fiir eine langerfristige Immunsuppression
ein wichtiger Erklarungsansatz. Gleichzeitig sto6i3t hier das gewahlte Modell an seine Gren-
zen. Ein Vorteil der Verwendung primarer humaner Zellen ist neben der guten Verflgbar-
keit, die Nahe zu physiologischen Bedingungen, die bei der Verwendung von immortali-
sierten Zellen (zum Teil) verloren geht. Gleichzeitig ergibt sich der Nachteil, dass priméare
Zellen deutlich kirzere Lebensspannen haben (Kobayashi, 2012) und daher Effekte bis
maximal 48 h nach Entnahme der Zellen beobachtet werden kénnen. Dennoch ist davon
auszugehen, dass epigenetische Veranderungen bereits wenige Stunden nach dem aus-
|I6senden Stimulus nachweisbar sind (Lim, 2014).
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Fraglich bleibt weiterhin wie die in peripheren Zellen stattfindenden Veranderungen, eine
Toleranzinduktion Gber Monate bis Jahre herbeifihren kénnen, da die Lebensdauer der
Zellen nur Stunden bis Tage betragt. Zwar wurden veranderte Zellpopulationszusammen-
setzungen und Milzverédnderungen im Tiermodell beschrieben (Bomans, 2018; Mitroulis,
2018), aber die Mediation dieser Veranderungen ist ungeklart. Hervorzuheben ist, dass
epigenetische Veranderungen auch bei der physiologischen Toleranzinduktion und Rei-
fung von monozytaren Zellen eine zentrale Rolle spielen (Saeed, 2014), die genaue Rolle
bei phatologischer Immundefizienz verbleibt aber weiterhin unklar.

4.3 Funktionelle Assays

In den durchgeflihrten Phagozytoseassays (siehe Abschnitt 3.3), konnte einer funktionel-
le Toleranzinduktion gezeigt werden. Diese war signifikant fiir eine LPS-Konzentration von
0,1 ng/ml fir den 1. Hit. Neben der zytokinbezogenen Toleranz, zeigt dieses Ergebnis
einen weiteren Aspekt der funktionellen Defizienz toleranter Zellen, welcher fir humane
Zellen nicht vorbeschrieben ist.

Anders als erwartet, nimmt die Toleranzinduktion mit steigender LPS-Konzentration aber
eher ab als zu. Dies kann dadurch erklart werden, dass durch die LPS-Zugabe in den Zel-
len gleichzeitig eine Aktivierung der Phagozytoseaktivitat, wie auch eine Toleranzinduktion
stattfinden. Dabei scheint die Toleranzinduktion auf geringere Dosen LPS anzusprechen,
wahrend die Aktivierung h6here Konzentrationen erfordert um erstere auszugleichen.
Darlber hinaus ware denkbar, dass unterschiedliche LPS-Konzentrationen die Monozy-
ten fUr verschiedene Funktionen pprogrammierentiind so unterschiedliche Aufgaben der
Zellen priorisiert werden (z.B. Phagozytose vs. Zytokinproduktion) (Pena, 2011).

Eine andere Hypothese waére, dass zum Untersuchungszeitpunkt (3 h nach pHrodo-Zu-
gabe) die Aktivierung durch geringere Dosen LPS bereits deutlich schwacher ist, wahrend
héhere Dosen zu einer langeren Persistenz physiologisch relevanter LPS-Konzentrationen
fihren und daher die inflammatorische Reaktion zum Untersuchungszeitpunkt die antiin-
flammatorische Gegenreaktion Ubertrifft.

Ebenfalls denkbar wére, dass LPS-Zugabe unabhangig von der Konzentration keine Sti-
mulation der Phagozytoseleistung herbeiflihren kann, die bei geringen Dosen beobachte-
te Toleranzinduktion aber bei h6heren Konzentrationen blockiert wird. Im Hinblick auf die
Frage, ob die Toleranz der untersuchten Zellen auf eine Rezeptorinaktivierung oder eine
Unterbrechung der unmittelbar folgenden Signaltransduktion zurtickzuflihren sei, muss im
Zusammenhang mit der Phagozytose darauf verwiesen werden, dass eine Rezeptorin-
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aktivierung bei hohen Dosen LPS starker stattfindet als bei niedrigen. Da die gezeigten
Daten eine gegenteilige Aussage treffen, muss die Rezeptorinaktivierung in diesem Zu-
sammenhang als unwahrscheinliche alleinige Erklarung angesehen werden.

In der Literatur ist die verminderte Produktion von Scavening- und anderen an der Pha-
gozyotose beteiligten Proteinen nach LPS-Stimulation vorbeschrieben (Mantovani, 2005).
Vergleichbares gilt flr die verminderte Expression von major histocompatibility complex
(MHC)-Klasse-II-Proteinen, welche eine verschlechterte Antigenprasentation zur Folge
hat und damit die gegenseitige Aktivierung der Immunzellen erschwert (Wolk, 2000). Ein
ahnlicher Mechanismus wére flr die hier gezeigten Ergebnisse denkbar.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten zur Toleranzinduktion im Bezug auf Phagozytose be-
ruhen auf einer LPS-Stimulation Uber Nacht (wobei die Kontrollen mit Medium behandelt
wurden) mit unterschiedlichen Konzentrationen und einer anschlieBenden dreistiindigen
Inkubation mit pHrodos, die sowohl als Fluoreszenzquelle, als auch als 2. Hit dienen.
Wie im Vergleich der Abbildungen 26 und 27 deutlich wird, sind die Phagozytoseleistungen
interindividuell sehr verschieden. Auch im Konzentrationsverlauf zeigen sich klare Unter-
schiede. Allen gemeinsam ist allerdings, dass bei einer LPS-Konzentration von 1 mg/ml
kaum ein Unterschied zur Kontrolle zu sehen ist.

Weiterflhrend zu untersuchen wére, ob auf Grundlage der Empfindlichkeit flr Toleranzin-
duktion der PBMCs eine Einteilung von Sepsispatienten in Gruppen mdglich ware und
ob diese Gruppen bei Reinfektion nach Sepsis unterschiedlich gute Prognosen hatten.
Zusatzlich kénnte man die Gruppen auf epigentische Ausgangsfaktoren und deren Veran-
derungen durch Sepsis untersuchen.

Im auBerdem durchgefihrten Adhasionsassay konnte keine Toleranzinduktion beobach-
tet werden. Dies kann aber nicht als Ausschluss eines entsprechenden Vorgangs gewertet
werden. Die Adhasion ist im Gegensatz zur Phagozytose etwas komplexer, da sie die di-
rekte Interaktion zweier Zelltypen darstellt, die einer vielschichtigen Homdostase unterliegt
(Daniel, 2013; Lee, 2014; Ley, 2007). Es gelang aber weder mit der alleinigen Stimulation
der PBMCs oder HPMECs, noch mit der gemeinsamem Stimulation beider Zelltypen eine
Toleranz im Hinblick auf die Adh&sion zu erreichen. Die immortalisierten HPMECs wurden
ausgewahlt, um mittelfristige Effekte nachzuweisen.

Die Adhasionsfahigkeit von postseptischen Immunzellen ist relativ schlecht untersucht.
Gut erforscht ist hingegen die kapillare Schrankenstérung und endotheliale Dysfunktion
in der akuten Sepsis (Bannerman, 1999; Pietrasanta, 2019). Die Wiederherstellung der
genannten Funktionen stellt einen wichtigen Schritt in der Genesung von Sepsispatienten
dar. Ob diese Wiederherstellung aber in allen Fallen vollstandig gelingt, bleibt Gegenstand
folgender Untersuchungen.
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4.4 Methylierungsanalyse

Der Methylierungsanalyse wurden mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht stimulierte PBMCs zuge-
fihrt. Ziel des Versuchs war es herauszufinden, ob und falls dem so ware, welche epige-
netischen Veranderungen durch die LPS-Stimulation hervorgerufen werden.

In der Auswertung der Methylierungsanalyse wurden sowohl Methylierungsveranderun-
gen einer Vielzahl einzelner Zielgene, als auch Pathways untersucht (diese sind im Ab-
schnitt 3.4 ausfuhrlich dargestellt). Flr einzelne Zielgene ergaben sich keine signifikanten
Veranderungen. Zwar waren viele Gene deutlich unterschiedlich methyliert, aber nach sta-
tistischer Normierung, war kein Zielgen signifikant verandert. Dies ist zum Teil auch durch
die zu hohe Inhomogenitat der Probanden (Alter, Geschlecht etc.) und der dabei zu gerin-
gen Zahl (n=4) zu erklaren.

Bezogen auf die Pathways fanden in metabolischen Pathways die meisten Veranderun-
gen statt. Dies ist wahrscheinlich auf die nach LPS-Stimulus stattfindende Umstellung auf
oxidativen Stoffwechsel zurtickzufihren (Kelly, 2015). Dass hierbei die metabolischen Pa-
thways in besonderem MafB3e verandert sind, deckt sich mit der Beobachtung, dass viele
der in der Toleranzinduktion beteiligten Proteine metabolische Steuerfunktionen haben.
So spielt beispielsweise der Hypoxie-induzierte-Faktor-1a eine besondere Rolle in der
postseptischen Immunsuppression; in Abhangigkeit von seinem Expressionslevel wird der
metabolische Status der betroffenen Zellen bedeutend verandert (Cheng, 2016; Vachha-
rajani, 2014). Die genauen Folgen bleiben Gegenstand aktueller Forschung.
Grundsatzlich passen die beobachteten Veranderung dieser Arbeit in die Darstellungen
anderer Autoren, dass gerade metabolische Veranderungen eine besondere Relevanz in
der Sepsis besitzen und in Zusammenhang mit dem Outcome von Sepsispatienten ge-
bracht werden kénnen (Belikova, 2007; Chen, 2009). Metabolische Verédnderungen sind
bereits einige Jahre als wichtiger Faktor fir die Entstehung von septischem Organversa-
gen in der Diskussion (Carreé, 2008; Singer, 2008).

Dariber hinaus spielt auch die Signaltransduktion Uber PI3K-Akt eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Sepsis. So sind zum Beispiel Nieren- und Lungenschéaden nach LPS-
Stimulation im Tiermodell beschrieben, die maBgeblich tber diesen Signalweg vermittelt
werden (Meng, 2018; Zhao, 2020). Die Unterbindung dieser Effekte ist Gegenstand aktu-
eller Forschung.

Epigenetische Veranderungen an dieser Stelle kénnten also auch zu einer (reversiblen)
Einschrankung der Immunkompetenz fihren. Eine Verbesserung von Immunkompetenz
und Organfunktion durch die Inhibition der Inflammation und damit der epigenetischen
Veranderungen, ist im Tiermodell vorbeschrieben (Zhao, 2020). Dieser Mechanismus wird
von einigen Autoren als vielversprechender Angriffspunkt far Therapieentwicklungen an-
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gesehen.

Ahnliche Effekte werden fir Signaltransduktion Uber den MAP-Kinase-Signalweg ange-
nommen. Auch dieser spielt eine zentrale Rolle in der Induktion akuter Lungenschaden
in der Sepsis (Shao, 2020). Sollte es durch die Veranderung in der Methylierung in den
CpG-Inseln der Gene, die flr Proteine dieser Signalketten codieren, zu einer Aktivitats-
veranderung dieser Signalwege kommen, so kdénnte das ein Teil der sichtbaren Immun-
modulation nach durchgemachter Sepsis sein. Die zugrundeliegenden Interaktionen sind
auBerst komplex und unzureichend verstanden.

Besondere Beachtung hat unter anderem die Rolle der Blutplattchen in der Sepsis und
deren Funktionseinschrankung im Zusammenhang mit den genannten Signaltransduk-
tionswegen erfahren. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass eine LPS-Stimulation
die Aggregationsfahigkeit der Blutplattchen deutlich einschrankt. Durch die Inhibition der
PI3K-Akt-, cGMP-PKG-Signalwege, konnte dies verhindert werden (Lopes-Pires, 2015).
Dieses Beispiel demonstriert, dass die nachgewiesenen Veranderungen in der Methylie-
rung der CpG-Inseln ein méglicher Erklarungsansatz fir die postseptische Immunmodula-
tion sind. Um die klinische Relevanz dieser einzelnen Veranderungen zu beurteilen, sind
weitergehende Untersuchungen von Noéten.

Dariber hinaus zeigt sich, dass die epigenetischen Effekte der LPS-Stimulation sehr viel-
faltig sind und die ldentifikation einzelner sepsisspezifischer Veranderungen ein grol3es
Patientenkollektiv erfordern wirde.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die postseptische Immunsuppression in einem humanen Zellkul-
turmodell untersucht. Ausgehend von der Beobachtung, dass Patienten, die eine Sepsis
Uberlebt haben, bei erneuter Infektionen eine schlechtere Prognose haben, hat sich diese
Arbeit den Fragen gewidmet, welche funktionellen Defizite in primaren, mononukleéaren
Zellen im Post-Sepsis-Modell zu beobachten sind und welchen Einfluss epigenetische
Faktoren auf das Auftreten und den Bestand dieser Defizite haben.

Von gesunden Probanden wurde Vollblut gewonnen, aus dem die mononukledren Zellen
mit Hilfe eines Dichtegradienten isoliert wurden. Um die Veranderung durch eine bakte-
rielle Sepsis abzubilden, wurden die Zellen tGber Nacht mit Lipopolysaccharid (10 ng/ml)
inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine weitere Inkubation mit Lipopolysaccharid (100 ng/ml),
die eine erneute Infektion simulieren sollte.

Im Folgenden wurde die Antwort der Zellen auf diese zweite Stimulation in Abhangigkeit
von der Vorstimulation untersucht. Dabei wurden Zytokinexpression, Adhasionsfahigkeit
und Phagozytoseleistung ermittelt. Flr TNF-a zeigte sich, dass nach einer erfolgten ers-
ten Stimulation, die zweite Stimulation nahezu keine Expressionsantwort mehr ausldste.
In den funktionellen Untersuchungen konnte eine signifikante Verminderung der Phago-
zytoseleistung mononuklearer Zellen nach LPS-Stimulation gezeigt werden. Dabei wurde
die zweite Stimulation durch die Zugabe fluoreszierender Bakterienbestandteile ersetzt.
Im Anschluss wurde die Menge aufgenommener bakterieller Partikel Gber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Auf3erdem konnte gezeigt werden, dass geringere Men-
gen LPS eine starkere Toleranzinduktion induzieren. Dabei fiihrte keine Vorstimulation
(unabhangig von der Konzentration) zu einer Steigerung der Phagozytoseleistung tber
die der naiven Zellen. Fir die Adhdsion mononukleédrer Zellen an Endothelzellen konnte
diese Toleranzinduktion nicht gezeigt werden.

Die Behandlung mit Inhibitoren epigentischer Enzyme flhrte zu keiner signifikaten Ver-
anderung der beobachteten Toleranzinducktion (TNF-a-Expression). Eine Methylierungs-
analyse konnte Hinweise auf die Bedeutung epigenetischer Veranderungen flr die vorlie-
gende Fragestellung liefern, sie aber nicht eindeutig belegen.

Sowohl in den Expressionsanalysen als auch in den funktionellen Assays zeigte sich eine
hohe interindividuelle Varianz zwischen den Zellen verschiedener Probanden. Gleichzei-
tig war bei wiederholten Versuchen die intraindividuelle Varianz sehr gering.

Daher bleibt die Frage, ob es moglich und wenn ja klinisch relevant ist, Patienten mit ahnli-
cher (Epi-)Genetik in Gruppen einzuteilen, die ein Risikoabschatzung bezlglich Morbiditat
und Mortalitat bei Sepsis und Reinfektion erméglichen.
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6. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Die meisten Sepsispatienten zeigen eine deutliche Hyperinflam-
mation kurz nach der Infektion. Bereits in dieser Phase kann es
zu tédlichen Verlaufen kommen (A). Verlaufe mit eingeschrankter
inflammatorischer und ausgepragter antiinflammatorischer Kom-
ponente (CARS) sind ebenfalls mdglich (B). Auch diese kénnen
einen letalen Ausgang haben (in der Regel aber nach prolon-
giertem Verlauf). Wie in C dargestellt ist auch ein undulierender
Verlauf mit pro- und antiinflammatorischen Phasen mdglich, wo-
bei letztere prognosebestimmend sind. Die roten Pfeile weisen
auf die verzdgerten Todesfalle hin, die Gegenstand dieser Arbeit
sind, modifiziert nach (Hotchkiss, 2013)

Schematische Darstellung der Histon-DNA-Beziehung, rechts ist
die DNA auf Grund von Strukturanderungen in den Histonen ab-
lesbar; modifiziert nach (Mitchell, 2016)

Ubersicht (iber mégliche reaktive Veranderungen von 5mC (5-
Methylcytosin) mit Endpunkt Cytosin. Wird eine Reaktions-
kette nicht vollstandig durchlaufen (siehe roter Doppelstrich),
ist ein Basenaustausch mdglich. AID/APOBEC: activation-
induced cytidine deaminase/apolipoprotein B mRNA editing en-
zyme complex, Tet: ten-eleven translocation enzyme, 5hmC:
5-Hydoxymethylcytosin, 5hmU: 5-Hydoxymethyluracil, 5fC: 5-
Formylcytosin, 5caC: 5-Carboxylcytosin, TDG: Thymine DNA gly-
cosylase, Cyt: Cytosin, Thy: Thymin modifiziert nach (Moore,
2013)

Toll-like-Rezeptoren und ihre Liganden: TLR1 und TLR6 sind as-
soziiert mit TLR2 und erkennen triacylierte und diacylierte Lipo-
proteine. TLR4 ist in der Lage, LPS zu erkennen und zu bin-
den. TLR5 ist ein Flagellinrezeptor. TLR3 erkennt doppelstrangi-
ge Virus-RNA, wahrend TLR9 freie CpG-reiche DNA bindet. Die
roten Kreise zeigen Bindungen an denen LPS(-Varianten) betei-
ligt sind. Modifiziert nach (Takeda, 2004)
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Abbildung 6:
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Abbildung 9:
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Verschiedene Signalkaskaden der TLR-4-Aktivierung; der friiher
ablaufende, NF-kB vermittelte Zweig ist von MyD88 abhéngig,
der Zweig, welcher IRF3 involviert hingegen nicht. Ersterer flhrt
zur Expression inflammatorischer Zytokine (TNF-«, IL-6 und an-
dere), letzterer induziert IFN-3 modifiziert nach (Murshid, 2015)
Verschiedene Signalkaskaden der TLR-4-Aktivierung; der friher
ablaufende, NF-kB vermittelte Zweig ist von MyD88 abhéngig,
der Zweig, welcher IRF3 involviert hingegen nicht. Ersterer fihrt
zur Expression inflammatorischer Zytokine (TNF-«, IL-6 und an-
dere), letzterer induziert IFN-3 modifiziert nach (Akira, 2004)
Schritte der Adhésion (klassische fett gedruckt) und Formen
der Extravasation; mit vermittelnden Strukturen, modifiziert nach
(Ley, 2007)

Reifung des Phagosoms mit beteiligten Organellen und Entwick-
lung des pH-Wertes, roter Pfeil weil3t auf pH-Wert der maxima-
len pHrodo- Aktivierung hin: siehe Abbildung 15, modifiziert nach
(Flannagan, 2012)

Vollblutauftrennung Uber Glukosegradienten mit Hilfe von Histo-
paque, modifiziert nach (Han, 2013)

Stimulationsschema fur die PBMC-Versuche: 1. und 2. Hit erfol-
gen entweder mit RMPI-1640 Medium oder mit LPS. Dabei er-
folgt der 1. Hit mit dem Aussahen und der 2. Hit nach 16 Stunden.
Nach weiteren 3 Stunden werden die Zellen geerntet
Kurvendarstellung der durch die Substratvermehrung freiwerden-
den Fluoreszenz in der gPCR. Am Punkt Ct lbersteigt die Fluo-
reszenz den Schwellenwert. modifiziert nach (Rodriguez-Lazaro,
2013)

Allgemeines Prinzip eines Sandwich-ELISAs. Auf eine antikér-
perbeschichtete Platte wird das Substrat aufgebracht, welches
an die Antikdrper bindet. Ungebundenes Substrat wird entfernt.
Ein zweiter Antikérper wird hinzugegeben, dieser bindet wieder-
um an das verbliebene Substrat und ist an ein Enzym gekop-
pelt, welches eine Reaktion katalysiert, die zum Beispiel ein fluo-
reszentes Produkt hat. Diese Fluoreszenz ist direkt proportional
zur Menge an vorhandenem Substrat, modifiziert nach (Sittam-
palam, 2004)
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Herstellung der Standards (Verdinnungsreihe immmer im Ver-
héltnis 1:2) fur IL-1.3; vorgelegt sind je 300 ul Assay Diluent; an-
dere Zielproteine abweichend (modifiziert nach BD Bio Tech Data
Sheet ELISA IL-1b

Positive und negative Selektion mit Hilfe von magnetischen Anti-
kdrpern, rot markiert ist die vorteilhaftere negative Selektion, mo-
difiziert nach (Kathleen M Botham, 2016)

pH-abhangige Eigenschaften der pHrodos. A: Mit der Endosom-
reifung nimmt der pH-Wert im Endo-/Lysosom ab und die Fluo-
reszenz zu. B: Darstellung der Fluoreszenzintensitat in Abhan-
gigkeit vom pHWert; Exitation bei 532 nm, modifiziert nach (Dol-
man, 2013)

Bisulfit Konversion von unmethyliertem Cytosin, modifiziert nach
(Huang, 2010)

Fehlende Bisulfit Konversion bei methyliertem Cytosin, modifi-
ziert nach (Huang, 2010)

gPCR mit Zielgen IL-13; Kontrolle mit Medium statt mit LPS be-
handelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Gber Nacht und 3 h Medium inku-
biert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige Uber Nacht In-
kubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und
3 h LPS siehe 2.2.3. RQ-Wert: Expressionsrate relativ zur Kon-
trolle (Faktor). Statistische Auswertung mit 1-way ANOVA und Tu-
key comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
fehler, es zeigten sich keine relevanten, statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen, n=5.

gPCR mit Zielgen TNF-«; Kontrolle mit Medium statt mit LPS be-
handelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Gber Nacht und 3 h Medium in-
kubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige Gber Nacht
Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht
und 3 h LPS siehe 2.2.3. n.s.: nicht signifikant, ***: p<0,0001.
RQ-Wert: Expressionsrate relativ zur Kontrolle (Faktor). Statisti-
sche Auswertung mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test,
dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, n=8.
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Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:
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gPCR mit Zielgen IL-10; Kontrolle mit Medium statt mit LPS be-
handelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Medium inku-
biert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige Uber Nacht In-
kubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und
3 h LPS siehe 2.2.3. RQ-Wert: Expressionsrate relativ zur Kon-
trolle (Faktor). Statistische Auswertung mit 1-way ANOVA und Tu-
key comparison test, dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
fehler, es zeigten sich keine relevanten, statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen, n=5.

gPCR mit Zielgen TNF-a und Inhibitorgabe; - mit Medium statt
mit LPS behandelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3
h Medium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvori-
ge Uber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml
LPS Uber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Inhibitorgabe/DMSO-
Gabe mit 1. Hit, Konzentration Inhibitoren siehe 2.2.11. RQ-Wert:
Expressionsrate relativ zur Kontrolle (Faktor). Statistische Aus-
wertung mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, darge-
stellt sind Mittelwerte und Standardfehler, es zeigten sich kei-
ne relevanten, statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen, n=8 fir DMSO Kontrollen und n=3 fir Inhibitor-
Behandlung.

Ergebnisse des ELISAs fur IL-13; Kontrolle mit Medium statt mit
LPS behandelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h Me-
dium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige tber
Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml LPS GUber
Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Statistische Auswertung mit 1-
way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind Mittel-
werte und Standardfehler, es zeigten sich keine relevanten, sta-
tistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, n=5.
Ergebnisse des ELISAs fir TNF-a; Kontrolle mit Medium statt
mit LPS behandelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber Nacht und 3 h
Medium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige
tber Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml LPS
tber Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Statistische Auswertung
mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind
Mittelwerte und Standardfehler, n=7
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Ergebnisse des ELISAs fir IL-10; Kontrolle mit Medium statt mit
LPS behandelt, 1. Hit mit 10 ng/ml LPS Gber Nacht und 3 h Me-
dium inkubiert, 2. Hit mit 100 ng/ml LPS inkubiert (zuvorige tber
Nacht Inkubation mit Medium), 1.+2. Hit mit 10 ng/ml LPS Uber
Nacht und 3 h LPS siehe 2.2.3. Statistische Auswertung mit 1-
way ANOVA und Tukey comparison test, dargestellt sind Mittel-
werte und Standardfehler, es zeigten sich keine relevanten, sta-
tistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, n=5.
Phagozytoseassay mit vorstimulierten PBMCs: Kontrolle mit Me-
dium statt mit LPS behandelt, 1. Hit 0,1 ng/ml LPS Uber Nacht,
im Anschluss 3 h Inkubation mit pHrodos, Fluoreszenzintensitat
korreliert mit Phagozytoseaktivitat, siehe 2.2.10. n=4 *: p<0,05.,
dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, statistische Aus-
wertung mit t-Test.

Phagozytoseassay mit vorstimulierten PBMCs: Kontrolle mit Me-
dium statt mit LPS behandelt, 1. Hit mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen LPS Uber Nacht, im Anschluss 3 h Inkubation mit
pHrodos, Fluoreszenzintensitat korreliert mit Phagozytoseakiivi-
tat, siehe 2.2.10, n=4, signifikante Unterschiede lie3en sich nicht
beobachten, dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler, Sta-
tistische Auswertung mit 1- way ANOVA und Tukey comparison
test.

Phagozytoseassay mit vorstimulierten PBMCs: Einzelner Pro-
band aus den Daten der Abbildung 26, dessen Zellen mit ab-
nehmender Konzentration des 1. Hits eine schwacher werdende
Phagozytoseleistung zeigen. Kontrolle mit Medium statt mit LPS
behandelt, 1. Hit mit unterschiedlichen Konzentrationen LPS Uber
Nacht, im Anschluss 3 h Inkubation mit pHrodos, Fluoreszenzin-
tensitat korreliert mit Phagozytoseaktivitat, siehe 2.2.10, darge-
stellt sind Mittelwerte und Standardfehler, Statistische Auswer-
tung mit 1-way ANOVA und Tukey comparison test, n=1.
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Tabelle 3:
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Tabelle 6:
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Erstellung des SOFA-Scores: Bei einer akuten Anderung von mindes-
tens +2 Punkten kann von einer Sepsis gesprochen werden; nach
(Seedat, 2018)

Komponenten im High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit und
die bendtigten Menge pro Reaktion

Reaktionsablauf Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Adhéasionsassay auf 24-Well-Plate, Proben in Vierfachbestimmung,
P1: Proband 1, P2: Proband 2, US: Unstimulierte HPMECs, S: Sti-
mulierte HPMECs

24-Well Platte: PBMCs von zwei verschieden Probanden (P1/P2), die
mit LPS stimuliert wurden. Die Zahlen geben die LPS-Konzentration in
[ng/ml] an. K=Kontrolle; Medium statt LPS

Behandlungsgruppen fir Inhibitorversuche; 1: 1. Hit (Gber Nacht), 2: 2.
Hit(3 h), 1+2: 1. und 2. Hit(Uber Nacht bzw. 3 h), M: Mediumkontrolle,
Inhib.: Inhibitorgabe (mit 1. Hit), DMSO: DMSO-Kontrolle (mit 1. Hit)
Durchgefuhrt in 6-Well-Platten in Doppelbestimmung; hier abweichend
dargestellt

Signifikanzniveaus mit entsprechenden Symbolen
Methylierungsveranderungen in einzelnen Pathways mit Anzahl der
CpGinseln, der regulierten Sites und p-Values. KEGG Pathway: Code
in der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, N: Anzahl der ana-
lysierten CpG-Inseln, DE: Anzahl der differenziell methylierten CpG-
Inseln, P.DE: P-Wert fir die entsprechenden Inseln
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Letztere ist mir Gber die Jahre eine gute Freundin geworden und hat mich mit ihrer positi-
ven Art immer wieder motiviert.

Ein groBes Vorbild in meiner Zeit im Labor war mir Konrad Peukert. Vor deiner Leistungs-
bereitschaft und deinem Wissen ziehe ich den Hut! Dein trockener Humor hat mir man-
chen langen Labortag versuf3t. Du hast mich gerade als es schwierig wurde, wie kein
anderer bei der Stange gehalten, dich fir mich eingesetzt und mich durch wissenschaftli-
che wie persoénliche Krise begleitet. Danke!

AuBerdem mdchte ich dem BONFOR-Férderprogramm danken, das mich mit einem Sci-
Med Promotionsstipendium unterstitzte.



