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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Interleukin-27  (IL-27) ist ein immunmodulatorisches Zytokin mit sowohl
proinflammatorischen als auch anti-inflammatorischen Eigenschaften. Im Rahmen der
vorliegenden Dissertation wurden zellspezifische Funktionen von IL-27 untersucht. Die
Expression der Zytokin-spezifischen Rezeptorkette IL-27Ra konnte in C57BL/6
Mé&ausen nahezu ausschliel3lich auf Immunzellen der lymphozytaren Linie und hierbei
insbesondere auf T Zellen und NK Zellen detektiert werden. Dartber hinaus resultierte
die Stimulation des IL-27 Rezeptors auf T Zellen und unreifen CD27*CD11b" NK Zellen
in einer robusten Aktivierung von STAT1 und STAT3. Die funktionelle Relevanz von
IL-27 und IL-27Ra wurde im Rahmen der pulmonalen Infektion mit Legionellen
untersucht. Legionellen sind gramnegative Bakterien, die insbesondere bei alteren
oder immunsupprimierten Menschen eine lebensbedrohliche, atypische Pneumonie
(Legionarskrankheit) verursachen kdénnen. In der Bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
(BALF) von Patienten mit Legionarskrankheit konnten signifikant erhohte IL-27
Konzentrationen im Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv detektiert werden.
Auch im etablierten Mausmodell induzierten Legionellen die Freisetzung von IL-27
lokal in der Lunge und im Blutplasma. Neben globalen IL-27Ra”- Mausen und Wildtyp
Kontrollmausen wurde erstmals ein neuer IL-27Ra" Stamm fiir eine zellspezifische
Deletion von IL-27Ra in NK Zellen oder zytotoxischen CD8* T Zellen verwendet.
IL-27Ra”- Mause wiesen nach Infektion mit Legionella pneumophila einen milderen
Gewichtsverlust einhergehend mit einer gesteigerten Aktivitdt von NK und T Zellen
sowie erhohte, protektive IFNy Konzentrationen im Plasma auf. In Uberlebensstudien
mit hochgradig virulenten Legionella longbeachae zeigten IL-27Ra”’- Mause eine
verminderte Letalitat und einen reduzierten Lungenschaden. Eine NK Zell-spezifische
Deletion von IL-27Ra fuhrte dagegen zu einem schwereren Krankheitsverlauf mit
einem erhdhten Gewichtsverlust, verstarkten Krankheitszeichen, reduzierter NK Zell-
Aktivierung und verminderten IFNy Konzentrationen in der BALF. Mause mit einer
Defizienz von IL-27Ra in CD8* zytotoxischen T Zellen wiesen nach Legionellen-
Infektion keine signifikanten Unterschiede im Schweregrad des Krankheitsbildes auf,
was auf eine funktionelle Redundanz von IL-27Ra bei CD8" T Zell-Antworten
hindeutet. Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass Zelltyp-spezifische
Modulationen der IL-27Ra Aktivitat einen neuen Therapieansatz zur supportiven,

immunmodulatorischen Behandlung der Legionarskrankheit darstellen kénnten.
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Abstract

Abstract

Interleukin-27 (IL-27) is an immunomodulatory cytokine with both proinflammatory and
anti-inflammatory characteristics. Here, the cell-specific functions of IL-27 were
investigated. Expression of the specific receptor chain IL-27Ra was confined to
immune cells of the lymphoid lineage. In particular T cells and NK cells showed high
IL-27Ra expression. In addition, stimulation of the IL-27 receptor on T cells and
immature CD27*CD11b" NK cells resulted in the activation of STAT1 and STAT3. The
functional relevance of IL-27 and IL-27Ra was analyzed during pulmonary Legionella
infection. Legionella are gram-negative bacteria which can cause atypical, life-
threatening pneumonia (Legionnaires' disease) especially in elderly or
immunosuppressed patients. IL-27 concentrations were significantly increased in the
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) from patients with Legionnaires' disease
compared to healthy controls. Furthermore, Legionella induced IL-27 release locally in
the lung and in the plasma of mice. Besides global IL-27Ra”’" mice and wildtype
controls, a newly generated IL-27Ra" strain was used to breed mice with cell-specific
deletions of IL-27Ra in NK cells or cytotoxic CD8* T cells. IL-27Ra- mice lost less body
weight as a surrogate of infection severity and showed increased activity of NK and
T cells as well as higher, protective plasma IFNy concentrations during Legionella
pneumophila infection. In survival studies with highly virulent Legionella longbeachae,
IL-27Ra’- mice showed improved survival and signs for reduced lung injury. In contrast,
NK cell-specific deletion of IL-27Ra resulted in a more severe course of disease
characterized by aggravated weight loss, higher disease scores, reduced NK cell
activation and less IFNy in BALF. Mice with a deficiency of IL-27Ra in CD8* cytotoxic
T cells exhibited no significant differences in disease severity following Legionella
infection, indicating a functional redundancy of IL-27Ra for CD8* T cell responses. In
conclusion, the data suggest that cell type-specific manipulations of IL-27Ra activity
could evolve as a new, immunomodulatory concept for the treatment of

Legionnaires' disease.
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1 Einleitung
1.1 Interleukin 27 — ein Mitglied der IL-12 Zytokin-Familie

Interleukin 27 (IL-27) ist ein heterodimeres Zytokin, das aus den beiden Untereinheiten
IL-27p28 und Epstein-Barr virus-induced gene 3 (Ebi3) besteht [1]. Es vermittelt seine
biologische Funktion durch Bindung und Aktivierung des IL-27 Rezeptors, einem
ebenfalls heterodimeren Rezeptor, der aus der Zytokin-spezifischen Rezeptorkette
IL-27Ra und Glykoprotein 130 (gp130) aufgebaut ist [2]. IL-27 gehdrt damit der 1L-12
Familie heterodimerer Zytokine an. Mitglieder dieser Familie zeichnen sich strukturell
insbesondere dadurch aus, dass sowohl zwischen den verschiedenen Zytokinen als
auch von ihren Rezeptoren dieselben a-Ketten und p-Ketten geteilt werden [3]. Trotz
ihrer strukturellen Ahnlichkeit verfligen Zytokine der IL-12 Familie Uber eine
erstaunliche funktionelle Vielfalt und sie sind maf3geblich an der Regulation von T Zell-
Antworten beteiligt [4, 5].

1.1.1 Struktureller Aufbau von Zytokinen der IL-12 Familie

Bis heute sind funf Mitglieder der IL-12 Zytokin-Familie bekannt: das namensgebende
Zytokin 1L-12, IL-23, IL-27, IL-35 sowie das erst kurzlich beschriebene IL-39 [6]. Die
heterodimeren Zytokine bestehen aus einer von drei a-Ketten (p19, p28, p35), die Uber
eine Disulfidbriicke oder nicht-kovalente Interaktion mit einer von zwei B-Ketten (p40,
Ebi3) assoziiert ist [7, 8]. IL-12 und IL-23 teilen sich die gemeinsame (B-Kette p40 und
unterscheiden sich in ihrer a-Kette p35 bzw. p19 [9, 10]. Die Zytokine IL-27, IL-35 und
IL-39 bestehen aus der gemeinsamen B-Untereinheit Ebi3 und den a-Ketten p28, p35
und p19 (Abbildung 1A) [1, 6, 11]. Die a-Ketten der IL-12 Zytokin-Familie verfiigen wie
auch IL-6 uber eine konservierte 4-Helix-Bundel-Struktur. IL-12 Zytokine gehéren
damit der IL-6 Superfamilie an [8, 10]. Die beiden B-Untereinheiten p40 und Ebi3 sind

strukturell der l6slichen Rezeptorkette IL-6Ra ahnlich [7].

Wie bereits bei den Zytokinen werden auch bei den Rezeptoren der IL-12 Familie
dieselben finf Rezeptorketten (IL-12R[1, IL-12RB2, IL-23R, IL-27Ra und gp130) von
den verschiedenen Mitgliedern geteilt. Der IL-12 Rezeptor besteht aus den beiden
Untereinheiten IL-12RB1 und IL-12RB2 (Abbildung 1B) [12-14]. IL-12RB1 bildet
dartber hinaus zusammen mit IL-23R den IL-23 Rezeptor [15]. Der IL-27 Rezeptor

wurde als Heterodimer aus den beiden Rezeptorketten IL-27Ra und gp130 identifiziert
[2]. Der IL-35 Rezeptor besteht aus den beiden Untereinheiten IL-12R32 und gp130.

[1]
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DarlUber hinaus wurden auch ungewdhnliche gp130- und IL-12RB2-Homodimere als
IL-35 Rezeptor beschrieben [16]. IL-23R und gp130 bilden dagegen den IL-39
Rezeptor [17].

A
a-Kette: Q o o B-Kette: f :

p19 p28 p35
p40 Ebi3
IL-12 IL-23 IL-27 IL-35 IL-39
B
o o ~ o
o (o5 o o] [«a8
& & & IS 8 & 8 % 3
= = = 4 5 = & | = 5
2
STAT4 STAT3 STAT1 STAT1 STAT1
STAT4 STAT3 STAT4 STAT3

O Immunglobulin-artige Doméane .Zytokin—Rezeptor Homologie-Doméne
‘ Fibronectin Ill-ahnliche Doméane

Abbildung 1: Struktureller Aufbau von Zytokinen und Rezeptoren der IL-12 Familie.

(A) Zytokine der IL-12 Familie sind Heterodimere, die aus einer von drei a-Ketten (p19,
p28, p35) und einer von zwei B-Ketten (p40, Ebi3) bestehen. Bis heute sind die flnf
Mitglieder IL-12 (p35/p40), IL-23 (p19/p40), IL-27 (p28/Ebi3), IL-35 (p35/Ebi3) und IL-39
(p19/Ebi3) beschrieben. (B) Die Rezeptoren der IL-12 Familie teilen sich die
gemeinsamen Rezeptorketten IL-12RB31, IL-12RB2, IL-23R, IL-27Ra und gp130.
Extrazellular (N-terminal) verfigen die Rezeptoren Uber eine Zytokin-Rezeptor
Homologie-Doméane, die aus zwei Fibronectin lll-Ahnlichen Domé&nen besteht, sowie
weitere Fibronectin Ill-&hnliche Domé&nen oder eine Immunglobulin-artige Domaéne.
Intrazellular (C-terminal) befinden sich Tyrosin-Reste fiur die Aktivierung von
verschiedenen STAT-Signalwegen. Das rote Fragezeichen verweist auf die unklare
Zusammensetzung des IL-35 Rezeptors. Adaptiert nach [4, 7, 17, 18]. STAT: Signal
transducer and activator of transcription, gp130: Glykoprotein 130.
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Strukturell sind samtliche Rezeptorketten der IL-12 Zytokine sogenannte Typ |
Membranproteine mit einer extrazellularen N-terminalen und einer intrazellularen C-
terminalen Doméne. Das N-Terminus beinhaltet eine Zytokin-Rezeptor Homologie-
Domane, die aus zwei Fibronectin Ill-&hnlichen Doméanen besteht und auch bei den -
Ketten p40 und Ebi3 zu findenist [5, 7]. Einige Rezeptorketten verfigen dartuber hinaus
Uber weitere Membran-proximale Fibronectin Ill-&hnliche Domanen oder eine
Immunglobulin-artige Domane [19]. C-terminal befinden sich ein oder mehrere
Tyrosin-Reste, welche fur die Bindung und Aktivierung von JAK (Januskinase)/STAT
(Signal transducer and activator of transcription)- oder MAPK (Mitogen-activated
protein kinase)-Signalmolekilen benétigt werden [20-22]. Die funktionelle Diversitat
der IL-12 Zytokine beruht unter anderem auf ihrer Fahigkeit, verschiedene STAT-
Signalwege zu aktivieren. Wahrend IL-12 vor allem STAT4 induziert, aktiviert IL-23
STAT3- und STAT4-Signalwege [10, 15, 23]. IL-27 induziert vorrangig STAT1 und
STATS3, wohingegen IL-35 und IL-39 hauptsachlich STAT1 und STAT4 bzw. STAT1
und STAT3 aktivieren [6, 16, 24].

1.1.2 Regulation von IL-27 Expression

Neben der Aktivierung verschiedener STAT-Signalwege unterscheiden sich die
Mitglieder der IL-12 Familie auch hinsichtlich ihrer zellularen und zeitlichen Expression
[8, 25]. Antigenprasentierende Zellen (APCs) wie Makrophagen und dendritische
Zellen sind die dominierende zellulare Quelle von IL-27 [26]. Dariber hinaus kénnen
auch inflammatorische Monozyten, Mikroglia, Plasmazellen sowie Epithel- und
Endothelzellen 1L-27 exprimieren [27]. Die Expression und Freisetzung von IL-27
erfolgt im Allgemeinen als zellulare Antwort auf mikrobielle oder immunologische
Stimuli. Hierzu zéhlen unter anderem bakterielle Bestandteile wie Lipopolysaccharid
(LPS) oder virale doppelstrangige RNA (dsRNA), welche nach Aktivierung von Pattern
Recognition Rezeptoren (PRR) eine NF-kB-vermittelte Expression von 1I-27p28 und
Ebi3 induzieren (Abbildung 2) [28, 29]. Auch Typ-I und Typ-II Interferone sind potente
Aktivatoren von 1I-27p28 und wurden als zentraler Bestandteil eines positiven
Feedback-Mechanismus beschrieben [26, 30]. Wé&hrend NF-kB eine initiale
Expression von II-27p28 induziert, vermitteln Typ-I und Typ-II Interferone durch die
Aktivierung von STAT1 und Interferon regulatory factors (IRFs) eine anhaltende
Expression [31, 32]. Zudem induzieren auch die Mitglieder der Tumornekrosefaktor
(TNF)-Familie CD40L und CD137 durch die Bindung ihrer Rezeptoren die Expression

[3]
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von IL-27 [33]. Demgegeniber stehen einige Faktoren, die die IL-27 Expression in
APCs limitieren. Extrazellulares Adenosintriphosphat (ATP) inhibiert [l-27p28
Expression durch Aktivierung von purinergen P2Y Rezeptoren [34]. Ebenso vermittelt
Cb5a, eine Spaltkomponente des Komplementsystems, eine Inhibition von 11-27p28
Expression durch Aktivierung von Proteinkinase B (PKB/AKT) [35, 36]. Auch das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 inhibiert IL-27 Expression im Rahmen eines negativen
Feedback-Mechanismus Uber die Induktion von STAT3-Signalwegen [37].

Antigenprasentierende Zelle

11-27p28
™ Ebi3
!!:\;‘o‘. Uﬂ’ "-1;&’.)1 .@’I‘P‘i

DTLR4 UTLRS UTNFR UIFNGR UIFNAR

[[[ﬂﬂCSa Rezeptor [ﬂijZY Rezeptor ' IL-10 Rezeptor

Abbildung 2: Regulation von IL-27 Expression.

IL-27 wird Uberwiegend von Antigenprasentierenden Zellen exprimiert. Mikrobielle
molekulare Muster wie bakterielles LPS oder virale doppelstrangige RNA induzieren Uber
die Adapterproteine MyD88 und TRIF eine NF-kB-vermittelte [1-27p28 und Ebi3
Expression. Auch CD40L und CD137 stimulieren NF-kB-Aktivitat. IFNa/f und IFNy sind
Teil eines positiven Feedback-Mechanismus und aktivieren STAT1 und IRFs fir eine
anhaltende 11-27p28 Expression. Extrazellulares ATP, der Komplementfaktor C5a und
IL-10 wirken der 11-27p28 Expression limitierend entgegen. Adaptiert nach [26, 32, 37,
38]. AKT: Proteinkinase B, ATP: Adenosintriphosphat, C5a: Complement component 5a,
dsRNA: doppelstrangige RNA, IFNAR: Interferon alpha-Rezeptor, IFNGR: Interferon
gamma-Rezeptor, IRF: Interferon regulatory factor, LPS: Lipopolysaccharid, MyD88:
Myeloid differentiation primary response 88, NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells, STAT: Signal transducer and activator of transcription,
TLR: Toll-like-Rezeptor, TNFR: Tumornekrosefaktor-Rezeptor, TRIF: TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-beta.
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Die beiden IL-27 Untereinheiten IL-27p28 und Ebi3 weisen zum Teil erhebliche
zeitliche Unterschiede in ihrem zellularen Expressionsprofil auf. Studien mit humanen
LPS-stimulierten Monozyten und Dendritischen Zellen zeigen, dass die Expression
von IL-27p28 mit einem relativen Maximum etwa 6 Stunden nach Stimulation der von
Ebi3 mit einem relativen Expressionsmaximum 12 bis 24 Stunden nach Stimulation
vorausgeht [1, 34]. Dartber hinaus wurde beschrieben, dass IL-27p28 unabh&ngig von
Ebi3 sekretiert werden und die Aktivitat von gpl30-Signalwegen inhibieren kann.
IL-27p28 Monomeren kdnnte damit die Rolle eines nattrlichen Rezeptorantagonisten
mit niedriger Rezeptoraffinitat zukommen [39, 40]. Andere Studien berichten dagegen,
dass jener beschriebenen Aktivitat von IL-27p28 womdglich eine inkorrekte
Konformation zugrunde liegt und dass korrekt gefaltetes IL-27p28 den l6slichen IL-6Ra
binden und eine Trans-Aktivierung von gpl30-Homodimeren induzieren kann [41].
Ebenfalls wurde gezeigt, dass IL-27p28 auch mit Cytokine-like factor (CLF) ein
biologisch aktives Heterodimer bildet, welches T und NK Zell-Aktivitat stimuliert [42].
Die Frage, ob die zweite Untereinheit Ebi3 neben ihrer Funktion als Bestandteil der
heterodimeren Zytokine IL-27, IL-35 und IL-39 ebenfalls eine eigenstandige

biologische Aktivitat besitzt, ist dagegen nicht abschliel3end geklart [32].

1.1.3 IL-27 Rezeptor und induzierte Signalwege

IL-27Ra und gp130 bilden den heterodimeren IL-27 Rezeptor [2]. Wahrend gp130 als
ubiquitar exprimiert gilt, wurde IL-27Ra Expression insbesondere auf Lymphozyten
aber auch in myeloiden Zellen wie Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen
und Granulozyten oder auf Epithel- und Endothelzellen beschrieben [2, 43-48].
Die Bindung von IL-27 an den IL-27 Rezeptor resultiert in der Aktivierung der
Januskinasen Jakl, Jak2 und Tyrosin-Kinase 2 (Tyk2) einhergehend mit der
Phosphorylierung und Aktivierung von STAT-Signalmolekilen [24, 38, 49].
Wenngleich STAT1 und STAT3 die dominanten IL-27 induzierten Signalwege sind,
vermittelt IL-27 auch STAT4, STAT5 und STAT6 Aktivitat [25, 50, 51]. Ebenso ist IL-27
in der Lage, die Aktivitat der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 oder AKT-Signalwege zu
stimulieren [52, 53]. In T Zellen aktiviert IL-27 zudem die Transkriptionsfaktoren c-Maf

(c-musculoaponeurotic fibrosarcoma) und Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) [54, 55].

Neben der Beteiligung am heterodimeren IL-27 Rezeptor ist IL-27Ra daruber hinaus
Bestandteil der beiden trimeren Rezeptorkomplexe IL-27Ra/gp130/CNTFRa, einem
Oberflachenrezeptor fur das neuroprotektive Peptid Humanin, und IL-27Ra/gp130/IL-

[5]
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6Ra, dem Oberflachenrezeptor fur das p28/CLF Heterodimer [42, 56]. In
transformierten myeloiden Zellen wurde auf3erdem die Bildung von IL-27Ra
Homodimeren mit Aktivierung von STAT-Signalwegen nachgewiesen [57]. Auch eine
l6sliche Form von IL-27Ra, welches IL-27 binden und IL-27 induzierte Signalwege
inhibieren kann, wurde als naturlicher Antagonist beschrieben [58]. Die zweite
Rezeptoruntereinheit gp130 ist zudem Bestandteil von Rezeptoren der IL-6 Zytokin-
Familie wie IL-6, IL-11 oder Leukemia inhibitory factor (LIF) [59].

1.1.4 IL-27 vermittelte Regulierung von T und B Zell-Antworten

Auch aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit IL-12 wurde IL-27 urspriinglich als
proinflammatorisches Zytokin mit IL-12 synergistischer Funktion beschrieben [32]. So
zeigten frihe Infektionsstudien mit Listeria monocytogenes und Leishmania major,
dass IL-27Ra-Signalwege fir die Induktion einer protektiven Thl T Zell-Antwort
bendtigt werden [44, 60]. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen induziert
IL-27 in naiven T Zellen und Naturlichen Killer (NK) Zellen den fir Thl Zellen
charakteristischen Transkriptionsfaktor T-box expressed in T cells (T-Bet) gemeinsam
mit der Expression von IFNy und IL-12RB2 (Abbildung 3) [24, 50, 61-63]. Die
Stimulation von proinflammatorischen Immunantworten durch IL-27 ist aul3erdem
vielfach im Kontext von viralen Infektionen dominierend. In CD8* zytotoxischen
T Zellen stimuliert IL-27 die Proliferation, die Expression von T-Bet, Eomesodermin
(Eomes) und IFNy sowie die zytolytische Aktivitat [64-68]. Auch in vivo Studien mit
ektopischer Expression von IL-27 in Tumorzellen belegen, dass IL-27 die
Effektorfunktionen von zytotoxischen T Zellen stimulieren kann. IL-27 induziert Tumor-
spezifische T Zell-Antworten und Tumorregression [69-71]. Aufgrund dieser
Eigenschaften wird eine mogliche Relevanz fur IL-27 im Rahmen von Impfungen als
Adjuvans diskutiert [32, 72, 73].

Die rein proinflammatorischen Funktionen von IL-27 wurden durch zwei
Infektionsstudien mit Toxoplasma gondii und Trypanosoma cruzi in IL-27Ra”’- Mausen
grundséatzlich in Frage gestellt. In beiden Krankheitsmodellen waren IL-27Ra
defiziente M&use in der Lage, protektive T Zell-Antworten zu induzieren und die
Replikation der Parasiten zu kontrollieren. Stattdessen gelang es den Mausen nicht,
ihre T Zell-Aktivitdt herunter zu regulieren und sie entwickelten eine letale
Immunpathologie [74, 75]. Ausgehend von diesen beiden Veréffentlichungen folgte

eine Reihe weiterer Studien zu Thl, Th2 und Th17 assoziierter Krankheitsmodelle, in

[6]
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denen die Bedeutung von IL-27 fur die Regulation von T Zell-Antworten offensichtlich
wurde [26, 27, 32]. IL-27 antagonisiert die GATA3 sowie IL-4 Expression und inhibiert
dadurch Th2 abhangige T Zell-Antworten [61, 76]. In Infektionsmodellen weisen
IL-27Ra”- Mause folglich eine erhohte Resistenz wahrend Th2 assoziierter
Wurminfektionen auf [77, 78]. Ebenso inhibiert IL-27 RORyT und RORa Expression.
Es hemmt die Freisetzung von IL-17 und limitiert damit Thl17 abhangige T Zell-
Antworten [79-81].

Die Beobachtung einer letalen T Zell-vermittelten Immunpathologie in IL-27Ra’-
Mausen nach Toxoplasma gondii-, Trypanosoma cruzi- oder Malaria-Infektion erinnert
an den Phanotyp von IL-10 defizienten M&ausen in Infektionsmodellen mit den
entsprechenden Parasiten [32, 74, 75, 82, 83]. Es Uberrascht daher nicht, dass IL-27
als potenter Aktivator von IL-10 Expression in ThO, Thl, Th2 und Thl7 Zellen
beschrieben wurde [63, 84-87]. Die IL-10 Freisetzung erfolgt dabei nach IL-27
vermittelter Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 [84]. In Typ 1
regulatorischen (Trl) T Zellen induziert IL-27 dartber hinaus die
Transkriptionsfaktoren c-MAF und AhR sowie die Produktion von IL-21 flir eine
optimale Expression von IL-10 [54, 55]. Dagegen ist die Studienlage zur Rolle von
IL-27 in FOXP3* regulatorischen T Zellen (Tregs) Vvielschichtiger. Frihe Studien
ergaben, dass IL-27 in vitro die Generation von induzierbaren Tregs inhibiert [88].
Daruiber hinaus resultierte die Abwesenheit von IL-27Ra in einem T Zell-
Transfermodell in hdheren Treg Zellzahlen und einer verminderten experimentellen
Kolitis [89]. Die Uberexpression von IL-27 reduziert dagegen Treg Zellzahlen und
transgene Mause entwickeln spontane Entziindungsreaktionen [90]. Weitere Studien
ergaben jedoch, dass IL-27 keinen direkten inhibitorischen Einfluss auf Tregs hat und
dass den vorherigen Beobachtungen eine IL-27 vermittelte Inhibition von IL-2
Expression, einem Zytokin mit essentieller Funktion flr Tregs, als indirekter
Mechanismus zugrunde liegt [91]. So hat IL-27 weder auf die Expression von FOXP3
noch auf die immunsupprimierenden Effektorfunktionen von Tregs einen direkten
inhibierenden Einfluss [32, 43, 89]. Neuere Arbeiten zur Rolle von IL-27 flr Tregs
zeigen, dass IL-27 das Uberleben von Treg Populationen foérdern kann [92, 93]. In
Infektionsstudien mit intrazellularen Erregern wie Leishmania major oder Toxoplasma
gondii wird IL-27 Aktivitat fir das Auftreten von T-Bet*, CXCR3* Tregs und die lokale

Regulation der Immunantwort bendtigt [32, 92].

[7]
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Abbildung 3: IL-27 reguliert T Zell-Antworten.

IL-27 ist ein immunmodulatorisches Zytokin, welches sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische T Zell-Antworten vermittelt. Proinflammatorische Eigenschaften: In
naiven CD4* T Zellen induziert IL-27 die Expression von T-Bet, IFNy und IL-12RB2. In
zytotoxischen T Zellen stimuliert IL-27 die Expression von T-Bet, Eomes, IFNy und
Granzym B. IL-27 hemmt die Expansion von FOXP3* Tregs durch die Inhibition von IL-2
Expression. IL-27 stimuliert die Expansion von Tfh Zellen durch die Induktion von ICOS,
c-MAF und IL-21. Anti-inflammatorische Eigenschaften: IL-27 inhibiert GATA3 und
RORYyT, limitiert IL-4 und IL-17 Expression und stimuliert stattdessen die Freisetzung von
IL-10 in Th2 und Th17 Zellen. IL-27 stimuliert IL-10 Expression in Tr1 Zellen durch die
Induktion von c-MAF, AhR und IL-21. IL-27 induziert T-Bet*CXCR3* regulatorische
T Zellen fur eine lokale Regulation der Immunantwort. In CD4* und CD8* T Zellen aktiviert
IL-27 ein genetisches Programm zur Expression der inhibierenden Rezeptoren PD-L1,
LAG3, TIM-3 und TIGIT. Adaptiert nach [48, 94, 95]. AhR: Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor,
c-MAF: c-musculoaponeurotic fibrosarcoma, Eomes: Eomesodermin, FOXP3: Forkhead
box P3, ICOS: Induzierbarer T Zell Co-Stimulator, IFNy: Interferon gamma, LAGS:
Lymphocyte-activation gene 3, PD-L1: Programmed death-ligand 1, TIGIT: T cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains, TIM-3: T-cell immunoglobulin and mucin-
domain containing-3, Trl Zelle: Typ 1 regulatorische T Zelle, Treq: regulatorische
T Zellen.
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Weitere immunregulatorische Funktionen von IL-27 wurden durch die initiale
Beobachtung bekannt, dass IL-27 die Expression des inhibitorischen Rezeptors
Programmed death-ligand 1 (PD-L1) auf T Zellen induziert [96]. Darauffolgende
Studien identifizierten weitere inhibitorische Rezeptoren wie Lymphocyte-activation
gene 3 (LAG3), T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 (TIM-3) und
T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TIGIT), deren Expression auf
T Zellen durch IL-27 stimuliert werden kann [97-100]. IL-27 ist damit ein bedeutsamer

Regulator eines inhibitorischen Gen-Programms in CD4* und CD8* T Zellen [95, 101].

IL-27 Dbesitzt dariber hinaus Funktionen bei der Stimulation von follikularen
T Helferzellen (Tfh) und B Zell-Antworten. Mechanistisch aktiviert 1L-27 den
induzierbaren T Zell Co-Stimulator (ICOS), c-MAF und IL-21, welche fiur die
Entwicklung und Expansion von Tfh Zellen bendétigt werden [54, 102, 103]. Zudem
stimuliert 1L-27 die Bildung von Keimzentren durch eine Suppression der IL-2
Expression [104, 105]. Auch direkte stimulatorische Effekte von IL-27 auf B Zellen sind
beschrieben. So induziert IL-27 die Expression des Interzellularen Adhéasionsmolekils
(ICAM) sowie des co-stimulatorischen Molekiils CD86 auf B Zellen [106]. Aul3erdem
stimuliert IL-27 die Produktion von 1gG2a and 1gG1 [107, 108].

1.1.5 IL-27 in Immunantworten der angeborenen Immunitéat
Neben den weitreichenden immunmodulatorischen Funktionen bei T Zell-Antworten
sind auch vielfaltige Effekte von IL-27 auf Immunzellen der angeborenen Immunitét

und nicht-hamatopoetische Zellen beschrieben [109].

In murinen Modellen der peritonalen Sepsis resultiert die Abwesenheit von IL-27Ra-
Signalwegen in einem verstarkten respiratorischen Burst durch neutrophile
Granulozyten und Makrophagen, einer verbesserten bakteriellen Clearance und einem
erhohten Uberleben [110, 111]. Unklar ist dabei, ob die in Knockout-Mausen
beobachtete erhthte Aktivitat der Neutrophilen durch eine direkte inhibitorische
Funktion von IL-27 verursacht wird oder das Resultat einer indirekten veranderten
Immunantwort ist. Beispielsweise inhibiert IL-27 die Produktion von IL-17, einem
potenten Aktivator von Neutrophilen, durch yd T Zellen und NK Zellen [112, 113].
Ebenso sind inhibitorische Funktionen von IL-27 fir die Aktivitdt von NKT Zellen und
Gruppe 2 Innate Lymphoid Cells (ILC2) beschrieben [114-116]. Dagegen fordert IL-27

sowohl antivirale als auch anti-Tumor Effektorfunktionen von NK Zellen [117-120].
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Auch fur yd T Zellen und NKT Zellen sind Zytotoxizitat-stimulierende Funktionen von
IL-27 beschrieben [117, 121].

In humanen Makrophagen wurde IL-27 als Negativregulator von antimikrobiellen
Immunantworten beschrieben. Wéahrend Infektionen mit Pseudomonas aeroginosa
und Staphylococcus aureus inhibiert IL-27 die Azidifizierung des Phagolysosoms und
beeintrachtigt damit die bakterielle Clearance [122]. In einem Infektionsmodell mit dem
Mycobacterium tuberculosis unterdriickte IL-27 zudem die IFNy-vermittelte
Autophagie und die Reifung des Phagolysosoms und férderte das bakterielle
Uberleben [53]. Fur die Rolle von IL-27 in murinen Makrophagen existieren
kontroverse, teils gegensatzliche Studien. Wahrend einerseits berichtet wird, dass
IL-27 die LPS-induzierte Expression von IL-12 und TNFa inhibiert und in einem
sequenziellen Modell autokrin IL-10 Expression induziert, berichten andere
Forschungsgruppen, dass murine Makrophagen und Dendritische Zellen keine oder
nur eine minimale IL-27 Responsivitat aufweisen [32, 45, 123, 124].

In nicht-hdmatopoetischen Zellen konnte eine protektive Funktion von IL-27 in der
Stimulation von antimikrobiellen und anti-inflammatorischen Proteinen durch humane
Darmepithelzellen gezeigt werden [51]. Dagegen verstarkt IL-27 in humanen
Bronchialepithelzellen die TNFa induzierte IL-6 Freisetzung [47]. In HUVEC (Human
umbilical vein endothelial cells) Zellen induziert IL-27 dartber hinaus die Expression
von Major Histocompatibility complex (MHC) Il und die mit Leukozyten-Adhé&sion und
Diapedese assoziierten Chemokine CXCL9, CXCL10 und CX3CL1 [125, 126].

1.1.6 Die Rolle von IL-27 bei Infektionskrankheiten
Die Bedeutung der immunmodulatorischen und Kontext-abhangigen Funktionen von
IL-27 wurde bereits im Zusammenhang mit verschiedenen Infektionskrankheiten und

einer Reihe von unterschiedlichen Pathogenen untersucht [32, 109].

In murinen Modellen zur Malaria-Infektion induziert IL-27 die Expression von IL-10,
reguliert T Zell-Aktivitat und limitiert schadliche Uberschie3ende Immunreaktionen [82,
127]. Ebenso sind in Malaria-Patienten niedrige IL-27 Plasmaspiegel mit verstarkten
Immunantworten und einem schwereren symptomatischen Verlauf assoziiert [128].
Auch im murinen Modell der Leishmaniose inhibiert IL-27 eine Infektions-assoziierte
Immunpathologie durch die Stimulation von IL-10 Expression in T Zellen [129]. In

Patienten korreliert IL-10 Expression dagegen mit einer verminderten Clearance der
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Parasiten und IL-10 Neutralisation fordert die Beseitigung der Parasiten in aspirierten
Zellen aus der Milz [130, 131].

In Mausmodellen zur polymikrobiellen Sepsis inhibiert IL-27 den respiratorischen Burst
von Neutrophilen und Makrophagen und die genetische Deletion oder eine Inhibition
von IL-27 durch blockierende Antikorper resultiert in einer verminderten bakteriellen
Belastung und einem verbesserten Uberleben [110, 111]. Ebenso zeigen in vitro
Experimente mit dem gramnegativen Bakterium Burkholderia pseudomallei, dass
exogenes IL-27 die Aktivitat von Neutrophilen inhibiert und das bakterielle Uberleben
fordert. In Ubereinstimmung mit diesen experimentellen Daten korrelieren erhohte
IL-27 Plasmakonzentrationen in Sepsis-Patienten mit einer schlechteren klinischen

Prognose [132].

In murinen Modellen zur Influenza-Infektion verstarkt IL-27 die Effektorfunktionen von
NK Zellen und stimuliert die IL-10 Expression in anti-viralen CD8* zytotoxischen
T Zellen [120, 133]. Wenngleich IL-27 auch wahrend einer humanen Influenza-
Infektion induziert wird, ist bisher nicht klar, ob erhdhte IL-27 Konzentrationen auch
tatsachlich mit dem Krankheitsverlauf korrelieren [32, 134]. Auch im
Zentralnervensystem wurde IL-27 Expression im Kontext eines viralen
Enzephalomyelitis-Modells mit dem murinen Hepatitis-Virus JHMV beschrieben. IL-27
Expression korrelierte mit einer verminderten IFNy Produktion von Virus-spezifischen
CD4* und CD8* T Zellen, einer reduzierten Clearance des Virus und einer verstarkten
Demyelinisierung [135]. Darlber hinaus wurde IL-27 im Zusammenhang mit dem
humanen Immundefizienz-Virus (HIV) als inhibierend fur die HIV-1 Infektion in CD4*
T Zellen und Makrophagen identifiziert und als Zytokin mit einem mdglichen
therapeutischen Potenzial beschrieben [109, 136, 137].

Zur Rolle von IL-27 in Pilzinfektionen ist demgegeniber vergleichsweise wenig
bekannt. Patienten mit einer gain-of-function Mutation in STAT1 weisen eine erhdhte
Anfalligkeit fir eine chronisch-mukokutane Candidose auf [138]. Da IL-27 als potenter
Inhibitor von Th17 T Zell-Antworten beschrieben wurde, kdnnte dem Krankheitsbild
eine gesteigerte IL-27 induzierte STAT1-Aktivitat als Ursache zugrunde liegen [48,
138].
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1.1.7 Die Rolle von IL-27 bei Autoimmunerkrankungen

Die weitreichenden immunregulatorischen Funktionen von IL-27 wurden auch vielfach
im Zusammenhang mit verschiedenen chronisch entzindlichen Erkrankungen
untersucht [32, 48].

In  experimentellen Modellen zur humanen Psoriasis stimuliert IL-27
proinflammatorische Entziindungsreaktionen und trdgt zum Voranschreiten der
Erkrankung bei. In Patienten mit Psoriasis sind die Plasmaspiegel von IL-27 zudem
signifikant erh6éht und sie korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung [139-141].
Bei inflammatorischen Darmerkrankungen wurden sowohl proinflammatorische als
auch anti-inflammatorische Funktionen von IL-27 beschrieben. In IL-27Ra”’- Mausen
resultierte die Gabe von niedrigen Dosen von Dextran sodium sulfate (DSS) in einem
verbesserten Schweregrad des Krankheitsbildes [142]. Hohe Dosen DSS fihrten
dagegen in IL-27Ra defizienten Mausen zu einer erhéhten Th17 T Zell-Aktivitat und
verstarkten intestinalen Entziindungsreaktionen [143]. Eine Punktmutation im
IL-27p28 Gen wird dariber hinaus mit einer verminderten IL-27 Produktion und einer
erhohten Anfalligkeit fir Morbus Crohn in Verbindung gebracht [144]. Ebenso limitiert
IL-27 in murinen Asthma-Modellen Th2 T Zell-Antworten. Die genetische Deletion von
IL-27Ra resultiert in einer gesteigerten Lungenpathologie, einhergehend mit einer
Hyperreaktivitdt der Atemwege, einer vermehrten Rekrutierung von Eosinophilen und
erhdhten Serum IgE Konzentrationen [145, 146]. In der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) zeigt IL-27 protektive Eigenschaften und inhibiert
pathologische Th17 T Zell-Antworten [86, 147]. In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen korreliert bei Multiple Sklerose (MS)-Patienten der Erfolg einer Typ |
Interferon-Therapie mit ihrer Fahigkeit, IL-27 Expression zu stimulieren [148, 149].
Experimentelle Studien zur Rolle von IL-27 bei Arthritis zeigen gegensatzliche
Beobachtungen. In Modellen der Kollagen-induzierten Arthritis reduziert 1L-27 die
Konzentration von IL-17 in den Gelenken und verbessert das Krankheitsbild [150, 151].
Ebenso korrelieren in Patienten erhohte Konzentrationen von I[L-27 in der
Gelenkflissigkeit mit reduzierten IL-17 und IL-6 Konzentrationen [152]. In einem
Modell der Proteoglykan-induzierten Arthritis stimulierte [L-27 dagegen IFNy
Expression und forderte Knorpel- und Gelenkschaden [153].
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1.1.8 Herausforderungen bei der Untersuchung von IL-27 Funktionen

Der heterodimere Aufbau von IL-27 und dem IL-27 Rezeptor sowie das
kombinatorische Potenzial der einzelnen Untereinheiten und ihre gemeinsame
Verwendung durch verschiedene Mitglieder der IL-6/IL-12 Superfamilie haben die
Interpretation von Mausstudien mit verschiedenen Knockout-Stammen in der
Vergangenheit vielfach erschwert [4, 7, 48]. Wenngleich Ebi3” und IL-27Ra’- Mause
in Infektionsmodellen mit Leishmania major oder wahrend peritonaler Sepsis &hnliche
Phanotypen aufweisen, existieren Stamm-spezifische Eigenschaften, die sich durch
die vielseitige Beteiligung der einzelnen Untereinheiten an weiteren Zytokin- oder
Rezeptorkomplexen ergeben [25, 60, 110, 111, 154]. Aktuell existiert nur eine geringe
Anzahl an Studien, die die Immunantworten von IL-27Ra”, p287, Ebi3” oder p357
Mausen in einem direkten Vergleich zueinander untersuchen [7]. Ebenso mangelt es
an spezifischen neutralisierenden Antikérpern oder sensitiven Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISAS), die spezifisch entweder das heterodimere IL-27 oder

aber einzelne Untereinheiten detektieren [4].

Insbesondere konditionale Knockout-Stamme, in denen entweder der IL-27Ra oder
eine der beiden Zytokin-Untereinheiten Ebi3 und p28 zellspezifisch deletiert ist, sind
vielversprechende Werkzeuge, um die Frage nach zellspezifischen Funktionen von
IL-27 wahrend komplexer Entziindungsreaktionen zu klaren und herauszufinden,
welche Zellen beide Zytokin-Untereinheiten exprimieren und das biologisch aktive
Heterodimer produzieren [32, 38]. Bis heute sind nur wenige Studien mit konditionalen
Knockout-Mausen verdéffentlicht, die sich zudem auf die Rolle von IL-27Ra in FOXP3*
regulatorischen T Zellen beschranken. Die zellspezifische Deletion von IL-27Ra in Tregs
resultierte in einem Modell der T Zell-induzierten Kolitis in einer reduzierten Expression
von LAG3 und einer verstarkten intestinalen Entziindungsreaktion [97]. Auch in einem
EAE- und einem Asthma-Modell entwickelten Mause mit Treg-spezifischer Deletion von
IL-27Ra UberschieBende Immunreaktionen und zeigten ein verschlechtertes
Krankheitsbild im Vergleich zur Kontrollgruppe [155, 156]. Weitere Studien mit neuen
konditionalen Knockout-Stdammen werden daher benétigt, um zellspezifische
Funktionen von IL-27 beispielsweise in NK Zellen, in CD8* T Zellen, in Makrophagen

oder in Neutrophilen zu identifizieren.
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1.2 Legionella pneumophila — Erreger der Legionarskrankheit

Legionellen sind fakultativ intrazellulare gramnegative Bakterien [157]. Sie wurden
1977 als ursachlicher Erreger einer mysteriosen Haufung tddlicher Pneumonien
wahrend eines Kongresses von amerikanischen Kriegsveteranen 1976 in Philadelphia
identifiziert [158]. Uber 180 Teilnehmer infizierten sich im Rahmen des Ausbruchs mit
dem zunéchst unbekannten Pathogen. Insgesamt 29 von ihnen entwickelten einen
todlichen Krankheitsverlauf charakterisiert durch eine schwere Lungenentziindung,
Lungenversagen, Nierenversagen oder das Auftreten eines septischen Schocks [159].
Das neue Krankheitsbild wurde als Legionarskrankheit beschrieben und sein
atiologischer Erreger als Legionella pneumophila terminiert [160]. Infektionen mit
Legionella pneumophila weisen insbesondere bei alteren Menschen, bei Rauchern
sowie bei Patienten mit chronischer Lungenerkrankung oder Immunsuppression eine
hohe Letalitat auf [161, 162]. Bei gesunden, immunkompetenten Menschen verursacht
die Infektion dagegen in der Regel nur milde respiratorische Symptome oder sie
verlauft asymptomatisch [163]. Dartber hinaus kbnnen Legionella pneumophila auch

das ebenfalls milde Krankheitsbild des Pontiac-Fiebers hervorrufen [160, 164].

Seit der ersten Beschreibung von Legionella pneumophila 1977 wurden zahlreiche
weitere Legionellen-Spezies identifiziert, von denen mindestens 24 mit humanen
Infektionen in Verbindung gebracht werden [157]. Weltweit werden etwa 90% der
diagnostizierten Falle der Legionarskrankheit durch Legionella pneumophila
verursacht [157]. Legionella bozemanae, Legionella micdadei und Legionella
longbeachae sind Schatzungen zufolge fur weitere 2-7% der Falle verantwortlich [165].
Eine geografische Ausnahme bilden Australien und Neuseeland, wo etwa 30% der

dokumentierten Falle durch Legionella longbeachae hervorgerufen werden [166].

1.2.1 Infektionsweg und molekulare Pathogenese

Naturlicherweise treten Legionella pneumophila in wassrigen Umgebungen wie
Flissen oder Seen auf, wo sie freilebende Amében parasitieren, die ihnen als
replikative Nische dienen und Schutz gegeniber harschen aul3eren Umwelteinfliissen
vermitteln [163, 167-169]. Von infektiologischer Relevanz sind heutzutage
Uberwiegend technische Einrichtungen mit Wassersystemen wie Klimaanlagen,
Kuhltirme, Trinkwasserspeicher oder Duschen, bei denen eine unzureichende
Wartung der Wasserleitungen in einer erhdohten bakteriellen Belastung resultieren

kann. Eine Infektion mit Legionella pneumophila erfolgt nahezu ausschlief3lich durch
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eine direkte Inhalation von kontaminierten Aerosolen [157, 170]. Es wurde bis heute
lediglich ein einziger Fall beschrieben, der auf eine wahrscheinliche Mensch-zu-
Mensch Ubertragung zurtickzufiihren ist [171]. Dem Menschen kommt damit die Rolle
eines versehentlichen Wirts zu und eine humane Infektion stellt eine replikative
Sackgasse fur das Bakterium dar [157, 160].

Alveolarmakrophagen sind ortsstandige Immunzellen in der Lunge, welche als
zellulare Wachter der angeborenen Immunitdt das Lumen der Alveolarraume
Uberwachen [172]. Bedingt durch ihre komplexe, spezielle Mikroumgebung verfigen
Alveolarmakrophagen — ahnlich wie Kupffer-Zellen in der Leber oder Mikroglia im
Zentralnervensystem — Uber einen einzigartigen Phéanotyp [172, 173]. Die starke
Exposition von Alveolarmakrophagen gegenuber vielfaltigen Umweltfaktoren erfordert
ein hohes Mal3 an funktioneller Plastizitat. Einerseits missen sie eine Immuntoleranz
gegenuber ungefahrlichen Umwelteinflissen (z.B. Staubpartikeln) gewahrleisten.
Andererseits sollen protektive Immunantworten gegenuber eindringenden Pathogenen
ermdglichet werden, ohne dabei einen UbermaRigen Gewebeschaden durch eine
unkontrollierte Reaktion des Immunsystems zu verursachen [172, 174]. Im Rahmen
der Legionellen-Infektion werden die inhalierten Bakterien zunachst Uberwiegend
durch ortsstandige Alveolarmakrophagen phagozytiert [175]. Nach erfolgter
Phagozytose sind Legionella pneumophila in der Lage, eine Fusion von Phagosom
und Lysosom zu verhindern und stattdessen eine sogenannte Legionella-containing
vacuole (LCV) als replikative Nische in infizierten Alveolarmakrophagen zu etablieren
(Abbildung 4) [157, 160, 176]. Als entscheidender Virulenzfaktor fur die Etablierung
der LCV wurde ein Typ IV Sekretionssystem (T4SS) in Legionella pneumophila
identifiziert [175, 177]. Das T4SS ist ein Multiproteinkomplex, der dem Bakterium
ermdglicht, etwa 300 bakterielle Effektorproteine in das Zytosol der Wirtszelle zu
translozieren und damit grundsatzliche zellulare Prozesse wie Vesikeltransport,
Proteinsynthese oder Autophagie zu beeinflussen [178-182]. Die bakteriellen
Effektorproteine manipulieren die Rekrutierung und Aktivierung der fir den
endozytischen Weg charakteristischen kleinen G-Proteine Rab5 und Rab22 [157, 160,
176, 183]. Stattdessen werden die Proteine sekretorischer Vesikel Rabl und Arfl an
die Membran der LCV assoziiert. Rabl wiederum rekrutiert Vesikel, die dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) entstammen, sodass die Membran der LCV

innerhalb von wenigen Stunden nahezu vollstandig aus rauem ER besteht [175, 184,
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185]. Defekte in einem der T4SS-kodierenden Dot/icm (defective organelle
trafficking/intracellular multiplication) Genen resultieren dagegen in einer Rekrutierung
von Rab5, Rab7 und dem Lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP-1) und

einer schnellen Beseitigung der Bakterien im Phagolysosom [186, 187].

Alveolarmakrophage

~— Legionella pneumophila ——e Inhibition

2 & ® ® Bakterielle Effektorproteine

Abbildung 4: Etablierung einer Legionella-containing vacuole in Alveolarmakrophagen.
In den Lungenalveolen werden inhalierte Legionella pneumophila durch ortsstédndige
Alveolarmakrophagen phagozytiert. Legionella pneumophila verfigen uber ein Typ IV
Sekretionssystem, welches die Translokation von 300 bakteriellen Effektorproteinen aus
dem Phagosom in das Zytosol der Alveolarmakrophagen vermittelt. Die bakteriellen
Effektorproteine interferieren mit dem endozytischen Weg, indem sie die Rekrutierung
und Aktvierung der endosomalen Marker Rab5 und Rab22 und eine Fusion des
Phagolysosoms verhindern. Durch die Assoziation von Rabl und Arfl werden stattdessen
sekretorische Vesikel rekrutiert und die Legionella-containing vacuole zu einer dem
rauen Endoplasmatischem Retikulum abstammenden Organelle umgebaut. Adaptiert
nach [157, 160, 188]. Arfl: ADP-ribosylation factor 1, LAMP-1: Lysosomal-associated
membrane protein 1, LCV: Legionella-containing vacuole, T4SS: Typ IV Sekretions-
system.
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1.2.2 Immunerkennung und Immunantwort des Wirts

Da Legionella pneumophila als versehentlicher Erreger des Menschen zu bewerten
ist, der in seinem natirlichen Zusammenleben mit freilebenden Amdben keinem
Selektionsdruck durch das humane Immunsystem unterliegt, konnen seine Pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) effizient durch PRRs des angeborenen
Immunsystems erkannt werden [160, 175]. Zu diesen charakteristischen PAMPs
gehoren unter anderem bakterielles Peptidoglycan, Lipoproteine, Flagellin oder
bakterielle DNA und RNA, die durch Aktivierung von Toll-like receptor 2 (TLR2) , TLR5,
TLR9 oder von zytosolischen PRRs wie Nucleotide-binding oligomerization domain-
containing protein (NOD) 1 und NOD2 sowie Retinoic acid-inducible gene | (RIG-I),
Melanoma differentiation-associated protein 5 (MDA5) oder Absent in melanoma 2
(AIM2) eine inflammatorische Immunantwort stimulieren [189-194]. In den meisten
Inzucht-Mausstammen wie C57BL/6 Méausen induziert zytosolisches Flagellin dariiber
hinaus eine schnelle Aktivierung des Neuronal apoptosis-inhibitory protein 5 (NAIP5)/
NOD-like receptor family CARD domain containing 4 (NLRC4)-Inflammasoms [195-
197]. Die darauffolgende Aktivierung von Caspase-1 resultiert in einem
inflammatorischen Zelltod (Pyroptose) der Makrophagen und verhindert dadurch eine
effiziente Replikation der Bakterien in den Wirtszellen [198]. Wildtypische Legionella
pneumophila rufen in C57BL/6 Mausen daher nur einen milden Krankheitsverlauf
hervor [157].

NK und CD8* T Zellen sind zytotoxische Lymphozyten des angeborenen bzw. des
adaptiven Immunsystems, denen eine zentrale Rolle bei der Bekampfung von
intrazellularen Erregern wie Legionella pneumophila zukommt [175]. Einerseits
vermitteln sie Uber die Ausschittung von zytotoxischen Granula und die Freisetzung
von Perforinen und Granzymen die Induktion von apoptotischem Zelltod in infizierten
Zielzellen [199, 200]. Darlber hinaus produzieren sie pro-inflammatorische Zytokine
wie TNFa oder IFNy, welche wiederum die bakterizide Aktivitat von Phagozyten
stimulieren konnen [201-203]. Eine Infektion mit Legionella pneumophila fuhrt zu einer
potenten zellularen Immunantwort mit Rekrutierung von Neutrophilen, Dendritischen
Zellen, Monozyten, NK Zellen sowie von CD4* und CD8* T Zellen in die Alveolen [175].
Bei der Zytokinantwort wurden insbesondere Zytokine der IL-1 Familie wie IL-1a, IL-13
und IL-18 sowie die Thl assoziierten Zytokine IL-12, TNFa und IFNy mit zentraler

Bedeutung fir eine protektive zellulare Immunantwort beschrieben [204-207]. In
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Ubereinstimmung mit diesen Befunden aus Mausmodellen zeigen Patienten mit
chronisch entzundlichen Erkrankungen unter anti-TNFa Therapie eine erhohte
Anfalligkeit fir die Legionarskrankheit [208-210]. Ebenso legt eine retrospektive
Analyse von Patienten mit Legionarskrankheit nahe, dass Beeintrachtigungen in der
IFNy Antwort eine erhdhte Anfalligkeit beglunstigen konnen [211]. Wenngleich der
genaue Mechanismus unklar ist, wie IFNy die bakterielle Replikation inhibiert, zeigen
in vitro Studien mit murinen Makrophagen, dass IFNy die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) und Itaconséure, einem Metaboliten mit bakteriziden
Eigenschaften, stimuliert [203, 212, 213]. Zudem limitiert IFNy die Verfugbarkeit von
essentiellem Eisen durch eine Suppression des Transferrin-Rezeptors und
beeintrachtigt damit die Replikation von Legionella pneumophila [214, 215]. In vivo
wurden insbesondere NK und T Zellen als zellulare Quelle von IFNy beschrieben [216-
218]. Die Depletion von NK Zellen wahrend einer Infektion mit Legionella pneumophila
resultiert in signifikant reduzierten IFNy Konzentrationen [219]. Ebenso resultiert die
Depletion von CD4* oder CD8" T Zellen in anféalligen A/J Mausen in erhthten

bakteriellen Belastungen und einer gesteigerten Letalitat [220].

Die Bedeutung von anti-inflammatorischen Zytokinen und die Regulation der
Immunantwort im Rahmen einer Legionellen-Infektion ist dagegen weit weniger
untersucht [175]. Obwohl IL-10 in vitro in humanen Monozyten und murinen
Makrophagen die IFNy-vermittelten protektiven Effekte inhibiert, ist seine Beteiligung
in vivo unklar [221, 222]. Ebenso liegen bis heute keine Publikationen zur Rolle des

immunmodulatorischen Zytokins IL-27 vor.
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1.3 GNB2 - eine B-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen

Heterotrimere G-Proteine sind Membran-assoziierte Proteinkomplexe, die zwischen
einem inaktiven GDP (Guanosindiphosphat)-gebundenen und einem aktiven GTP
(Guanosintriphosphat)-gebundenen Zustand wechseln kdénnen und dadurch als
molekulare Schalter der zellularen Signaltransduktion wirken [223, 224]. Im inaktiven
Zustand ist der heterotrimere Proteinkomplex an spezielle Oberflachenrezeptoren mit
sieben Transmembrandomanen, sogenannte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren,

gebunden (Abbildung 5). Die Bindung eines spezifischen extrazellularen

Rezeptorliganden resultiert in einer molekularen Konformationsdnderung des
Rezeptors und erméglicht den Austausch von GDP gegen GTP [225]. Der
heterotrimere Komplex dissoziiert in eine GTP-gebundene a-Untereinheit und einen
By-Komplex. Beide Teilkomplexe sind in der Lage, mit zellularen Effektorproteinen zu
interagieren und dadurch intrazellulare Signalwege zu regulieren [226]. Durch eine
intrinsische GTPase-Aktivitdat der Ga-Untereinheit kann GTP wieder zu GDP
hydrolysiert und die Signaltransduktion abgeschaltet werden [227].

GNB2 (Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2) ist eine von
funf bekannten 3-Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen [226]. Mutationen in
GNB2 wurden bereits mit neurologischen Entwicklungsstérungen, Fehlfunktionen des
Herzens und Krebs in Verbindung gebracht [228-234]. Immunologische Studien
konnten zudem eine Beteiligung von GNB2 bei der Chemotaxis und Rekrutierung von
Immunzellen nachweisen [235, 236]. Daruiber hinaus wird in der Proteininteraktions-
Datenbank BioGRID eine humane Proteom-Studie gefluhrt, die eine direkte Interaktion
von GNB2 mit IL-27Ra nahelegt [237]. Ob GNB2 durch seine Interaktion mit IL-27Ra
auch IL-27 induzierte Signalwege regulieren kann, ist dagegen nicht bekannt.

[19]
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Effektorproteine

Induktion intrazellularer
Signalwege

Abbildung 5: GNB2 ist an der Signaltransduktion heterotrimerer G-Proteine beteiligt.
GNB2 ist eine B-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen. Im inaktiven Zustand ist
der heterotrimere Komplex an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren assoziiert und die a-
Untereinheit bindet GDP. Die Bindung eines extrazellularen Liganden induziert eine
Konformationsédnderung des Rezeptors und den Austausch von GDP gegen GTP. Das
heterotrimere G-Protein dissoziiert vom Rezeptor und zerfallt in eine GTP-gebundene
a-Untereinheit und einen By-Komplex. Sowohl die Ga-Untereinheit als auch der By-
Komplex kdnnen mit zellularen Effektorproteinen interagieren und damit eine Vielzahl
intrazellularer Signalwege regulieren. Adaptiert nach [224, 225, 227]. GDP:
Guanosindiphosphat, GTP: Guanosintriphosphat.
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1.4 Arbeitshypothese

IL-27 ist ein immunmodulatorisches Zytokin mit Kontext-abhangigen Funktionen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Arbeitshypothese getestet, dass IL-27
Zelltyp-spezifische Effekte in NK Zellen und CD8* T Zellen hervorruft, welche fur die
komplexe Vielfalt an pro- und anti-inflammatorischen IL-27 Funktionen verantwortlich
sind. Die immunologische Relevanz der zellspezifischen Funktionen von IL-27 soll im
Rahmen der bakteriellen Legionellen-Pneumonie mithilfe von konditionalen und
globalen IL-27Ra’ Mausen untersucht werden. Ebenso soll der Fragestellung
nachgegangen werden, ob die G-Protein 3-Untereinheit GNB2 an der Regulation von

IL-27 induzierten Signalwegen beteiligt ist.

[21]
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Labormaterialien.

Material Hersteller
ELISA-Platten NUNC MaxiSorp, 96-well Sigma-Aldrich
FACS-R6hrchen, 5ml Sarstedt
Feindosierungsspritzen B. Braun

Filterspitzen (10ul)

Filterspitzen (20ul, 200pl, 1000ul)
Flaschenaufsatzfilter (0,22um)
Impfosen

Kanilen (20G, 21G, 24G, 26G)

Kryokonservierungs-Réhrchen

Molecular BioProducts
StarLab

Corning

VWR

Becton Dickinson

Thermo Fisher Scientific

Kivetten Carl Roth
Mikrotestplatten, V-Boden, 96-well Corning
Parafilm ,M" Bemis
PCR-Platten, 96-well Bio-Rad
PCR-Streifen (8 x 250l Reaktionsvolumen) Sarstedt
Pipetten-Spitzen (200ul, 1000ul) Sarstedt
Pipettierreservoirs (DNase und RNase-frei), 25ml StarLab
Plattierungsspatel Sarstedt

Préazisions-Wischtuch

ReaktionsgefaRe (1,5ml und 2ml)
Reaktionsgefalie (15ml, 50ml)

Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml, 50ml)
Spritzen (1ml, 20ml, 20ml)
Venenverweilkanilen Introcan-W (18G)
Zellheber, 18cm

KIMTECH Science
Sarstedt

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Becton Dickinson
B. Braun

Thermo Fisher Scientific

Zellkulturflaschen, 182,5cm?

VWR

Zellkulturflaschen, 75cm?
Zellkulturplatten (zellabweisend), 96-well
Zellkulturplatten, 24-well

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Corning

Zellkulturschalen, 10cm

Sarstedt

Zellsiebe (70um, 100um)

[22]
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

123count eBeads™ Counting Beads

Thermo Fisher Scientific

ACES (C4H10N204S) Sigma-Aldrich
Agar-Agar, Kobe | Carl Roth
Aktivkohle, Pulver Sigma-Aldrich
Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth
Ammoniumchlorid (NH4ClI) Carl Roth
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe Bayer

Bovine Serumalbumin (BSA)-L6sung, 35% (w/v) in DPBS | Sigma-Aldrich
Bradford Ultra™ Expedeon
Casein Sigma-Aldrich
cOmplete Protease Inhibitor, Tabletten Roche
Desderman® Schile & Mayr
Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HsOS) Sigma-Aldrich
Dispase Sigma-Aldrich
DNase | Sigma-Aldrich
eBioscience™ TMB Solution (1x) Thermo Fisher Scientific
EDTA-L6sung (0.5 M, steril) Promega
Eisen(lll)-Nitrat Nonahydrat (Fe(NOs)s x 9 H20) Sigma-Aldrich
Ethanol (99,8%, C,HsOH) Carl Roth
Ficoll-Paque Sigma-Aldrich

Fixable viability dye eFluor™ 780
Formaldehyd, 16% (w/v)

Fotales Kélberserum (FCS)
Hefeextrakt

Isopropanol (CsHsgO)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Kaliumhydroxid (KOH)

Ketamin (50 mg/ml)

Kollagenase A

Kollagenase D

L-Cystein (C3H/NO-S)

[23]

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Hameln

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Natriumhydroxid (NaOH)

Merck

OneComp eBeads™ Compensation Beads

Penicillin-Streptomycin (P/S), 100x

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

RNAse AWAY ™ Molecular Bioproducts
Rompun® (Xylazin) Bayer

RotiSafe GelStain Carl Roth
Schwefelséure (H>SO,) AppliChem

Terralin® Schile & Mayr
Thioglykolat BD Biosciences
Tris-HCI (C4H1:NO3) AppliChem
Trypan-Blau, 0,4% (w/v) Sigma-Aldrich
Tween® 20 Sigma-Aldrich
UltraPure™, DNase/RNase-freies destilliertes Wasser Invitrogen

[24]
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2.1.3 Puffer und Medien

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Medien.

Verwendung Puffer/Medium Hersteller/Zusammensetzung
Blockpuffer 1x PBS + 1% (w/v) BSA
PBS (10x) Thermo Fisher Scientific
ELISA
Stopp-Losung 2N H2SO4
Waschpuffer 1x PBS + 0,05% (v/v) Tween® 20
BD Cytofix BD Biosciences
FACS BD Perm Il Puffer BD Biosciences
FACS-Puffer 1x PBS + 2mM EDTA + 3% (v/v) FCS
Lysepuffer 25mM NaOH + 0.2mM EDTA, pH=12
Ge_nc_)— Neutralisationspuffer 40mM Tris-HCI, pH=5
typisierung
TAE-Puffer AppliChem
Casein-Losung 1x PBS + 9% (w/v) Casein
Maus- Lungenverdau-L&sung RPMI 1640 + 5% (viv) FCS + 2,2mg/ml

experimente

Kollagenase D + 0,055mg/ml DNase |

Thioglykolat-Losung

1x PBS + 3% (w/v) Thioglykolat

Zellkultur

BMDM Medium

RPMI 1640 + 30% (v/v) L-Zell konditioniertes
Medium + 20% (v/v) FCS + 1% (v/v) P/S

Erythrozyten-Lysepuffer

150mM NHiCl + 10mM KHCOs + 0,1mM
EDTA in dH20

HBSS Gibco
Kryokonservierungs- 90% (v/v) FCS + 10% (v/v) DMSO
Medium

L-Zell (L-929) Medium

RPMI 1640 + 10% (v/v) FCS + 1% (v/v) P/S

Makrophagen-Medium

RPMI 1640 + 0,1% (w/v) BSA

PBS (1x) ohne Ca?* und Mg?*, Gibco
RPMI 1640 Mit L-Glutamin und 25mM HEPES, Gibco
Trypsin Gibco

[25]
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2.1.4 Kommerzielle Kits und Assays

Tabelle 4: Kommerziell bezogene Kits und Assays.

Produktbezeichnung

Hersteller

Agilent DNA 1000 Kit
CD31 MicroBeads
CD45 MicroBeads

Cytokine & Chemokine Convenience 26-Plex Mouse
ProcartaPlex™ Panel 1

DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)
ELISA MAX™ Standard Set Mouse IFN-y

Agilent Technologies
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Biolegend

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Human IL-27 DuoSet ELISA

Applied Biosystems
R&D Systems

innuPREP RNA mini Kit 2.0
iQ™ SYBR® Green Supermix

Analytik Jena
Bio-Rad

Mouse IL-10 DuoSet ELISA
Mouse IL-12 p40 DuoSet ELISA

R&D Systems
R&D Systems

Mouse IL-27 p28/IL-30 DuoSet ELISA
Qubit™ RNA BR Assay Kit

R&D Systems

Thermo Fisher Scientific

True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set

2.1.5 Agonisten und Inhibitoren

Biolegend

Tabelle 5: Verwendete Agonisten und Inhibitoren.

Agonist/Inhibitor Arbeitskonzentration Hersteller
Lipopolysaccharide 100 ng/ml Sigma-Aldrich
(LPS, E.coli 0111:B4)

Rekombinantes humanes IL-27 20 ng/mi PeproTech
Rekombinantes murines IFNy 20 ng/ml PeproTech

Rekombinantes murines IL-27

Rekombinantes murines IL-4

20 ng/ml

[26]
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2.1.6 Antikorper

Tabelle 6: Verwendete Antikorper.

Antigen/Isotyp Klon Fluorophor Hersteller
CD11b M1/70 Pacific Blue Biolegend
PerCP-Cy5.5
PE-Cy7
CD11c N418 PE-Cy7 Biolegend
CD127 A7TR34 BV510 Biolegend
CD16 B73.1 APC-Cy7 Biolegend
CD19 6D5 Pacific Blue Biolegend
PerCP-Cy5.5
CD19 HIB19 APC Biolegend
CD206 C068C2 PE-Cy7 Biolegend
CD25 PC61 APC/Fire Biolegend
FITC
CD27 LG.3A10 BV510 Biolegend
CD28 37.51 Biolegend
CD3 145-2C11 Pacific Blue Biolegend
CD3 17A2 BV510 Biolegend
CD3 HIT3a APC Biolegend
CD3 17A2 Biolegend
CD31 390 APC Biolegend
CD326 (EpCAM) G8.8 APC Biolegend
CD38 90 FITC Biolegend
CD4 RM4-5 BV510 Biolegend
FITC
PerCP
CD45 30-F11 Alexa Fluor 488 Biolegend
CD49b DX5 Alexa Fluor 488 Biolegend
CD56 MEM-188 PE Biolegend
CD69 H1.2F3 PerCP-Cy5.5 Biolegend
PE-Cy7
CD8a 53-6.7 APC Biolegend
APC/Fire
PE-Cy7
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F4/80 BM8 APC Biolegend

FITC

Pacific Blue
GATA3 16E10A23 Alexa Fluor 488 Biolegend
gp130 4H1B35 PE Biolegend
IL-27Ra 2918 PE BD Biosciences
Ly6C HK1.4 BV510 Biolegend

PE
Ly6G 1A8 APC Biolegend

PE-Cy7
MHCII M5/114.15.2 PerCP Biolegend
NK1.1 PK136 APC Biolegend
NKp46 29A1.4 PE Biolegend
PAKTsa73 M89-61 Alexa Fluor 488 BD Biosciences
PAKT308 J1-223.371 PE BD Biosciences
PERK1/27202/v204 20A PE BD Biosciences
PMEK1s298 J114-64 Alexa Fluor 488 BD Biosciences
pP-p38tis0/vis2 36/p38 PE BD Biosciences
PSTAT 1s727 K51-856 Alexa Fluor 488 BD Biosciences
PSTAT 1ly701 4a PE BD Biosciences
pPSTAT3s727 49/p-Stat3 PE BD Biosciences
PSTAT3v705 4/P-STAT3 Alexa Fluor 488 BD Biosciences
PSTAT4ve9s3 38/p-Stat4 PE BD Biosciences
PSTAT5ve94 47/p-Stats PE BD Biosciences
pPSTAT6ves1 18/P-Stat6 PE BD Biosciences
Rat IgG2a, k R35-95 PE BD Biosciences
Rat 1I9G2b, RTK4530 PE Biolegend
RORyT AFKJS-9 APC eBioscience
SiglecF E50-2440 Bv421 BD Biosciences
T-Bet 4B10 PE-Cy7 Biolegend
TCR B H57-597 BV510 Biolegend
TCR y/d GL3 APC Biolegend
TruStain FcX™ 93 Biolegend

[28]
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Genotypisierung

Orientierung

2.1.7 Primer
Tabelle 7: Verwendete qPCR-Primer.

Ziel-Gen Orientierung Sequenz (5°-3°)

Ebi3 Vorwarts GCCATGCTTCTCGGTATCC
Ruckwarts GAGCCTGTAAGTGGCAATGA

Gapdh Vorwarts TACCCCCAATGTGTCCGTCGTG
Ruckwarts CCTTCAGTGGGCCCTCAGATGC

II-27p28 Vorwarts GGCCATGAGGCTGGATCTC
Ruckwarts AACATTTGAATCCTGCAGCCA

Tabelle 8: Verwendete Genotypisierungs-Primer.

Sequenz (5°-39)

CD8-Cre Transgen Vorwarts GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
Ruckwarts GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT
CD8-Cre Vorwarts CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
Interne Kontrolle Ruckwarts GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
GNB2 KO Allel Vorwarts CATCTTCCCCTTGTCTCCTG
Ruckwarts GGAATCAGTCTTCCCAAATTACTG
GNB2 WT Allel Vorwarts CATCTTCCCCTTGTCTCCTG
Rickwarts AATCCCCGCATGCTTTTC
IL-27Ra"™ Allel Vorwarts (,Ef“) CTGGCCTGCATGGGTTTCCTAATC
Rickwarts (,Er) ~CACACGCTTGTGTGTCAGGTAC
IL-27Ra™ Allel Vorwarts (,Lf) CTGGGATGACAGCTGTGAACTGTC
Ruckwarts (,Lr“) | CGTGACCTGAGGAGAGTGACTTAAC
IL-27Ra KO Allel Vorwarts CTTGGGTGGAGAGGCTATTC
Rickwarts AGGTGAGATGACAGGAGATC
IL-27Ra WT Allel Vorwarts CAAGACCTTGTGTGCAGGTG
Rickwarts GTCACCATCTTGAGCCCAGT
NCR1-Cre Transgen Vorwarts ATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTG
Rickwarts GACCATGATGCTGGGTTTGGCCCAGAT
NCR1-Cre Vorwarts TTACGTCCATCGTGGACAGC
Interne Kontrolle Ruckwarts TTCCCGGTATCATCAGCACA
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2.1.8 Zelllinien und Bakterienstdmme

Zelllinie

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien.

ATCC® Identifizierungsnummer

L-929 Fibroblasten

CCL-1™

Tabelle 10: Verwendete Bakterienstamme.

Bakterienstamme

Herkunft

Legionella longbeachae DZ420 [238]
Legionella pneumophila JR32 [239]

Prof. Vance, University of California, Berkeley

Prof. Vance, University of California, Berkeley

2.1.9 Mausstamme

Stamm

Tabelle 11: Verwendete Mausstamme.

Offizielle Nomenklatur

Herkunft

CD8-Cre

C57BL/6-Tg(Cd8a-cre)lltan/J

Jackson Laboratory

CD8%|L-27Ra"

Eigene Zucht, CTH, Mainz

CD8C"®NCR1¢"®|L-27Ra™"

Eigene Zucht, CTH, Mainz

GNB2

C57BL/6N-Gnb2emi(MPC)/ g

Jackson Laboratory

IL-27Ra’ B6N.129P2-1127ra™Mak/J Jackson Laboratory
IL-27Ra™ [127rgtm1-18osm Charles River Laboratories
NCR1-Cre Tg(Ncrl-icre)265SxI [240] Prof. Sexl, Veterinarmedi-

zinische Universitat, Wien

NCR1¢®|L-27Ra"

Eigene Zucht, CTH, Mainz

WT

C57BL/6JR;

Janvier
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2.1.10 Gerate

Tabelle 12: Verwendete Laborgerate.

Gerat

Hersteller

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies

-80°C Gefrierschrank
Bakterien-Inkubator HERATHERM

Eppendorf
Thermo Fisher Scientific

Bio-Plex® 200 System Bio-Rad
Bio-Plex® HTF Bio-Rad
Bio-Plex® magnetisches Handwaschgerat Bio-Rad

FACS Cantoll
Fluoroskan Ascent FL

BD Biosciences
Thermo Fisher Scientific

Gefrierschrank Liebherr
Gel Doc EZ Imager Bio-Rad
Kihlschrank Liebherr
Mastercycler ProS Eppendorf
Mehrkanalpipette (10ul — 300ul) StarLab
Mixer MTS 2/4 IKA

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter Nalgene

Nano Drop 2000c
Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter HI2211 pH/ORP Meter

Pipetten (0,1pl — 2pl, 1pl — 10pl, 2ul — 20pl, 20ul — 200pul,

200ul — 1000ul)
Pipettierhelfer (Accurpette)
Plattenleser Opsys MR
Praparierbesteck
gTOWER® G

Qubit® Fluorometer
Rodent Intubation Stand
SpectraMax i3
Stickstofftank
Thermocycler C1000

Thermo Fisher Scientific
Brand

HANNA Instruments
Gilson

VWR

Dynex Technologies
Carl Roth

Analytik Jena

Thermo Fisher Scientific
Braintree Scientific, Inc.
Molecular Devices
Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

Thermomixer comfort

Eppendorf

Tischzentrifuge
Vortex Genie 2
Waage AY612

Eppendorf
Scientific Industries

Sartorious
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Waage CPA1003P Sartorious

Wasserbad Julabo

Werkbank HERAsafe Thermo Fisher Scientific
Zellkultur-Inkubator Memmert

Zentrifuge 5417 C/R Eppendorf

Zentrifuge Allegra X-15R Beckman Coulter
Zentrifuge Rotanta/RP Hettich

2.1.11 Software

Tabelle 13: Verwendete Software.

Verwendung (Software) Version Hersteller
Durchflusszytometrie (FACS Diva) 6.1.3 BD Biosciences
Durchflusszytometrie (FlowJo®) 10.5.2 FlowJo® LLC

ELISA (Revelation) 4.25 Dynex® Technologies
Spektrophotometer (NanoDrop 2000c) 1.6.198 Thermo Fisher Scientific
Genotypisierung (ImagelLab) 5.2.1 Bio-Rad

Graphische Darstellung (GraphPad Prism) 9.0.1 GraphPad Software Inc.
Multiplex (Bio-Plex® Manager) 6.2 Bio-Rad

gPCR (qPCRso0ft4.0) 4.0.8.0 Analytik Jena

Statistik (GraphPad Prism) 9.0.1 GraphPad Software Inc.
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellen von BCYE-Agarplatten

Buffered charcoal yeast extract (BCYE) Agarplatten wurden fur die Anzucht der gram-
negativen Bakterien Legionella pneumophila und Legionella longbeachae, wie von
Hori und Zamboni publiziert [241], hergestellt. Dazu wurde zunachst ein Basismedium
bestehend aus 10g Hefeextrakt und 10g N-(2-Acetamido)-2-aminoethansulfonséure
(ACES) in einem Liter deionisiertem Wasser angesetzt. Der pH-Wert wurde mit einer
1M Kaliumhydroxid-Lésung auf pH=6,9 eingestellt. AnschlieBend wurden 15g
bakteriologischer Agar und 2g Aktivkohlepulver hinzugefugt und das Medium wurde
fur 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Wahrenddessen wurden zwei
Supplementations-Losungen angesetzt. Je 0,4g L-Cystein und 0,135g Fe(NOs3)s
wurden in 10ml deionisiertem Wasser gelost und steril-filtriert. Nach Abkuhlen des
Mediums in einem Wasserbad bei 56°C wurde es mit den vorbereiteten Lésungen
supplementiert. Unter sterilen Bedingungen wurden je 20ml Medium luftblasenfrei in
Zellkulturschalen gegossen. Die BCYE-Agarplatten wurden fur 4 Stunden bei
Raumtemperatur getrocknet und bis zur anschlieBenden Verwendung fur maximal

30 Tage bei 4°C gelagert.

2.2.1.2 Anzucht der gramnegativen Bakterien Legionella pneumophila und
Legionellalongbeachae
Aus einer leicht angetauten Legionellen-Stocklosung wurden mithilfe einer sterilen
Impfose geringe Mengen der Bakterien entnommen und auf eine BCYE-Agarplatte
uberfiihrt. Ein Drei-Osen-Ausstrich zur Verringerung der Bakteriendichte wurde
durchgefuihrt. Die BCYE-Agarplatte wurde bis zum Auswachsen einzelner
abgegrenzter Bakterien-Kolonien fur 4 Tage bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden
zwei bis drei Einzelkolonien mit sterilen Impfésen auf eine frische BCYE-Agarplatte
Uberfahrt und dort auf einer ca. 1,5cm x 1,5cm grof3en Flache ausgestrichen. Die
frische Agarplatte wurde erneut fir 2 Tage bei 37°C bis zur Ausbildung sichtbarer
Bakterien-Plaques inkubiert [241].
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2.2.1.3 Ansetzen eines infektiosen Inokulums

Ein sichtbarer Bakterien-Plaque wurde mit einer sterilen Impfose von der BCYE-
Agarplatte abgekratzt und in ein 1,5ml Reaktionsgefald mit 1ml vorgelegtem sterilem
dH20 Uberfuihrt. Die Legionellensuspension wurde durch grundliches Mischen mit
einem Vortex-Schuttler homogenisiert. Zur Herstellung einer 1:10-Verdinnung wurden
100l Bakteriensuspension zu 900ul dH20 hinzugefugt. Hiervon wurden 500pl in eine
Kilvette Uberfuhrt und die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600nm (ODsoo)
wurde bestimmt (Nano Drop 2000c). Die Bakteriensuspension wurde auf eine optische
Dichte von ODe00o=1,0 eingestellt. Durch Ausplattieren serieller Verdiinnungen (siehe
2.2.1.4) wurde empirisch festgestellt, dass eine ODe00=1,0 einer bakteriellen
Konzentration von etwa 4x108 Colony-forming units (CFUs)/ml entspricht. Fur in vivo
Versuche wurde die Legionellensuspension wie in 2.2.2.1 beschrieben in PBS
verdunnt. Bei Zellkulturexperimenten erfolgte die Verdiunnung zur Einstellung der

gewinschten Multiplicity of infection (MOI) mit Makrophagenmedium.

2.2.1.4 Bestimmung Dbakterieller CFUs durch Ausplattieren serieller
Verdinnungen
Bei allen Infektionsexperimenten mit Legionella pneumophila oder Legionella
longbeachae wurde die anhand der optischen Dichte abgeschéatzte Infektionsdosis
durch Ausplattieren serieller Verdinnungen des Inokulums auf BCYE-Agarplatten
Uberpruft. Hierzu wurden serielle 1:10-Verdinnungen des Inokulums in sterilem dH20
angesetzt. Je 100ul der vierten bis siebten Verdinnungsstufe wurden mithilfe eines
Plattierungsspatels auf BCYE-Agarplatten ausgestrichen. Ebenso wurde die
bakterielle Last in der Bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF) der Mause zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion untersucht. Analog wurden serielle 1:10-
Verdinnungen der BALF in dH20 angesetzt und 100upl der ersten beiden
Verdinnungsstufen wurden ausplattiert. Die BCYE-Agarplatten wurden fir 4 Tage bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Anzahl der gewachsenen Bakterien-Kolonien
bestimmt und die Konzentration der bakteriellen CFUs wurde unter Berlcksichtigung

des Verdunnungsfaktors berechnet.
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2.2.2 Invivo Experimente und Isolation von Primarzellen

Samtliche in vivo Mausexperimente wurden im Vorfeld durch das zustédndige
Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt (Aktenzeichen 23 177-07/G17-
1-036). Nicht genehmigungspflichtige Versuche zur Organentnahme wurden dem
Landesuntersuchungsamt angezeigt. Alle Mausstamme wurden unter kontrollierten
SPF (specific pathogen-free)-Bedingungen mit definiertem 12-stiindigem Tag-Nacht-
Zyklus und freiem Zugang zu Wasser und Nahrung gehalten. In vivo Experimente

wurden ausschlief3lich mit Mannchen in einem Alter von 8-12 Wochen durchgefihrt.

2.2.2.1 Intranasale Infektion mit Legionella pneumophila und Legionella
longbeachae
Infektionsexperimente wurden durch Verabreichung der gramnegativen Bakterien
Legionella pneumophila oder Legionella longbeachae uber die intranasale Route
durchgefuhrt [238]. Dazu wurden Mause zunachst durch intraperitoneale Gabe einer
Ketamin/Xylazin-L6sung (100mg/kg Korpergewicht Ketamin + 8mg/kg Korpergewicht
Xylazin in sterilem PBS) anasthesiert. Eine ausreichende Narkosetiefe wurde durch
Uberprifung des Zwischenzehenreflexes sichergestellt. Fiir die Applikation der
Bakterien wurden die Mause in vertikaler Position an einem Rodent Intubation Stand
fixiert. Das vorbereitete Inokulum wurde unmittelbar vor Verabreichung in sterilem PBS
auf eine Konzentration von 5x107 CFUs/ml (Legionella pneumophila) oder 1x108
CFUs/ml (Legionella longbeachae) verdiinnt. Je 20ul Bakteriensuspension oder 20ul
steriles PBS (als Scheinbehandlung) wurden vorsichtig in ein Nasenloch appliziert. Die
vollstandige Aspiration der Losung wurde Uberprift und die Maus fur etwa 1 Minute
auf dem Rodent Intubation Stand belassen, bis sich die Atmung wieder normalisiert
hatte. Nach erfolgter Infektion wurden die Méause Uber einen Zeitraum von bis zu
7 Tagen bei Infektion mit Legionella pneumophila und bis zu 14 Tagen bei Infektion

mit Legionella longbeachae taglich gewogen und auf Krankheitszeichen Uberprtift.

2.2.2.2 Bestimmung eines Krankheits-Scores

Nach Infektion mit Legionella longbeachae wurde der Gesundheitszustand der
infizierten M&use zweimal taglich Gberprift. In Anlehnung an ein bereits publiziertes
Scoring-System in einem bakteriellen Sepsis-Modell [242] wurde nachfolgende
Tabelle verwendet, um den Krankheitszustand der Mause zu evaluieren. Als

Abbruchkriterium wurde ein kumulativer Score = 12 oder ein Score von 3 bei einem
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einzelnen Parameter definiert. Betroffene Mause wurden mit CO2 euthanasiert und in

Uberlebensstudien als Ereignis fir den folgenden Beobachtungszeitpunkt gewertet.

Tabelle 14: Bestimmung eines Krankheits-Scores

Parameter

Score

Beschreibung

Allgemeinzustand

Fell glatt, glanzend und anliegend; Korperdffnungen sauber

Fell matt

Fell stumpf; verklebte oder feuchte Korperdffnungen

Fell gestraubt; Tier fuhlt sich kalt an; LAhmungen

Augen

Augen glanzend

Augen trib; leichte Exsudate

Augen eingesunken und triib; maRige Exsudate

Augen geschlossen; starke Exsudate

Spontanverhalten

Aufmerksam und neugierig; flinke Bewegungen

Eingeschrankte oder reduzierte Bewegung

Isolation; Apathie; Koordinationsstérungen

Automutilation; Nekrosen; Rektumvorfall

Atmung

Normal

Atemfrequenz ggf. verlangsamt; Leichte Dyspnoe

Atemfrequenz reduziert; mafRige Dyspnoe

Atemfrequenz reduziert, ausgepragte abdominale Atmung

Haltung

Normal

Leichte Krimmung

MéaRige Krimmung

Starke Krimmung; beeintrachtigte Bewegung

Reaktionsverhalten
auf Stimulus

Direkte Reaktion auf akustische Stimulation und Berihrung

Langsame/keine Reaktion auf akustische Stimulation

Langsame Reaktion auf Berihrung

Wl N P O W N P O W N P O W N R O W N kP O W N | O

Keine Reaktion auf akustische Stimulation und Berlihrung
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2.2.2.3 Organentnahme und Isolation von Primarzellen
Zur Organentnahme und Isolation von Primarzellen wurden die Mause durch CO2-

Exposition euthanasiert und das Fell der Tiere mit 70% (v/v) Ethanol desinfiziert.

2.2.2.3.1 Milz und Lymphknoten

Das Fell der Mause wurde mit einer Schere gedffnet und vom darunterliegenden
Peritoneum getrennt. Periphere Lymphknoten wurden mithilfe zweier Pinzetten
vorsichtig aus der Leiste und Achselh6hle entnommen. Das Peritoneum wurde weiter
mit einer Schere get6ffnet und die Milz vorsichtig herausprapariert. Milz und
Lymphknoten wurden von verbliebenem Fettgewebe befreit. Mit dem stumpfen,
sterilen Kolben einer 1ml Spritze wurden Milz und Lymphknoten auf einem 100um
Zellsieb zerdrickt. Das Zellsieb wurde mit RPMI Medium mit 5% FCS (v/v) gespdult und
die Zellsuspension fir 5 Minuten bei 400g zentrifugiert. Splenozyten wurden in 1ml
Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert, auf Eis fur 3 Minuten inkubiert und erneut
zentrifugiert. Zur Untersuchung der Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde das
Zellpellet in  FACS-Puffer  resuspendiert. Stimulationsexperimente  mit
Proteinphosphorylierung als Endpunkt wurden mit je 5x10° Splenozyten in
zellabweisenden 96-well Zellkulturplatten durchgefuhrt. Stimulationsexperimente mit
Zytokin-Messung als Endpunkt erfolgten mit 2x10® Splenozyten in 24-well
Zellkulturplatten mit plattengebundenem a-CD3 und geldstem a-CD28 Antikdrper.

2.2.2.3.2 Knochenmark

Femur und Tibia wurden aus den Hinterbeinen von Mausen mithilfe von
Praparierbesteck entnommen. Fellreste sowie Muskel- und Fettgewebe wurden mit
einem Prazisions-Wischtuch entfernt und die freiliegenden Knochen in PBS auf Eis
Uberfuhrt. Unter sterilen Bedingungen wurden die Knochen zunéchst fir 30 Sekunden
in Terralin® desinfiziert und anschlieBend auRerlich mit PBS gespuilt. Femur und Tibia
wurden an ihren Enden mit einer Schere getffnet und das Knochenmark mithilfe einer
20ml Spritze mit kaltem PBS und einer 24G Kanule aus dem Knochen auf ein 100um
Zellsieb gespult. Das Zellsieb wurde mit PBS gewaschen und die Zellsuspension
wurde fur 5 Minuten bei 4009 zentrifugiert. Zur Differenzierung von Makrophagen aus
dem Knochenmark wurde mit den Zellen weiter verfahren, wie in 2.2.3.3 beschrieben.
Fur die Untersuchung der Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde das Zellpellet in

FACS-Puffer aufgenommen.
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2.2.2.3.3 Bronchoalveoléare Lavageflussigkeit (BALF)

Der Thorax der Mause wurde mit Praparierbesteck getffnet. Die Schilddriise wurde
mithilfe zweier Pinzetten getrennt und die Trachea wurde freigelegt. Eine 18G
Venenverweilkanile wurde in die exponierte Luftréhre eingefuhrt. Mit einer Spritze
wurde 1ml PBS mit 2mM EDTA und 1x Protease-Inhibitor in die Lunge appliziert. Nach
einigen Sekunden wurde die Losung aspiriert. Gegebenenfalls wurde der Vorgang
wiederholt und eine zweite BALF enthommen. Fir Zytokin-Messungen wurde immer
die zellfreie erste BALF verwendet. Zur Untersuchung der Zellpopulationen mittels

Durchflusszytometrie wurden die Zellen beider Spulungen vereint.

2.2.2.3.4 Lunge

Lungen wurden zunéchst mit 10ml kaltem PBS perfundiert. Nach Entnahme der Lunge
aus dem freiliegenden Thorax wurde sie in ein 2,0ml Reaktionsgefal tberfihrt und
dort mit einer Schere mechanisch zerkleinert. Die Lunge wurde enzymatisch mit
Dispase [50U/ml] oder Kollagenase D [2,2mg/ml] fir 30 Minuten bei 37°C verdaut. Der
Verdau wurde durch Zugabe von EDTA mit einer finalen Konzentration von 10mM
gestoppt. Die Zellsuspension wurde auf ein 100um Zellsieb Gberfihrt und verbliebene
Gewebestickchen mit dem stumpfen, sterilen Kolben einer 1ml Spritze zerdruckt. Das
Zellsieb wurde mit 1ml RPMI Medium mit 5% FCS (v/v) gespult. Zur Untersuchung
mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen durch Zentrifugation (4009, 5 Minuten,
4°C) sedimentiert und in FACS-Puffer resuspendiert. Eine Anreicherung von
Endothelzellen aus der Lunge wurde von einem Kollaborationspartner ([ GGz
B CH Mainz) durchgefiihrt. Hierzu wurde die Lunge fiir 30 Minuten mit
Kollagenase A verdaut. Endothelzellen wurden mittels Depletion von CD45* Zellen und

einer Positivselektion mit CD31 Microbeads (Miltenyi Biotec) angereichert.

2.2.2.3.5 Blutplasma

Mit einer Feindosierungsspritze wurde eine Herzpunktion zur terminalen Blutabnahme
durchgefuhrt. Das Blut wurde direkt in 1,5ml Reaktionsgeféafe mit vorgelegten 10pl
0,5M EDTA-LGsung uberfuhrt. Das Reaktionsgefald wurde durch Klopfen gemischt und
bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Die zellularen Bestandteile des
Vollbluts wurden durch Zentrifugation (2000g, 10 Minuten, 4°C) sedimentiert. Das
Blutplasma wurde vorsichtig abgenommen, aliquotiert und bis zur Zytokin-Messung

bei -80°C gelagert.
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2.2.2.3.6 Peritoneallavage

Fur die Isolation von PEMs (Peritoneal elicited macrophages) wurde Mausen 1,25ml
einer 3%igen (w/v) Thioglykolat-Losung intraperitoneal gespritzt. Das Peritoneum
wurde 4 Tage nach Applikation, wie unten beschrieben, lavagiert. Zur Isolation von
Neutrophilen aus der Bauchhoéhle wurde Mausen in einem zeitlichen Abstand von
6 Stunden zweimal je 1ml einer 9%igen (w/v) Casein-Losung intraperitoneal
verabreicht. Die Peritoneallavage wurde am Folgetag durchgefihrt. Dazu wurden die
Méause zunachst durch CO2-Exposition euthanasiert. Mit einer 26G Kanule wurden
vorsichtig 10ml kaltes PBS mit 2mM EDTA in die Bauchhdhle appliziert. Zum Verteilen
der Flussigkeit wurden die Mause mehrfach von Seite zu Seite gedreht und zur
Aspiration der Lavage in Seitenlage positioniert. Etwa 8ml Zellsuspension konnten
mithilfe einer 23G Kanile zuriickgewonnen werden. Die Zellsuspension wurde fur
5 Minuten bei 400g und 4°C zentrifugiert und zur Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie in FACS-Puffer resuspendiert.

2.2.2.4 Isolierung humaner PBMCs

Humane PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) wurden mittels Dichte-
gradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurden 10ml frisches EDTA-Blut mit 25ml
PBS/EDTA (2mM) verdunnt. Die L6sung wurde in einem 50ml Plastikgefald vorsichtig
Uber 15ml Ficoll-Paque geschichtet. Das 50ml Gefal3 wurde fir 40 Minuten bei
Raumtemperatur und 400g bei deaktivierter Bremse zentrifugiert. Das Blutplasma in
der oberen Phase wurde abgesaugt. PBMCs in der Interphase wurden vorsichtig
abgenommen und in ein neues 50ml Plastikgefal? Gberfihrt. Die PBMCs wurden mit
50ml Puffer gewaschen und fur 10 Minuten bei 300g zentrifugiert. Zur Entfernung von
Blutplattchen wurden die PBMCs zwei weitere Male mit je 50ml Puffer gewaschen und
fur 10 Minuten bei 200g zentrifugiert. Stimulationsexperimente mit rekombinantem
humanen IL-27 und Proteinphosphorylierung als Endpunkt wurden mit je

5x10° PBMCs in zellabweisenden 96-well Zellkulturplatten durchgefihrt.
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2.2.3 Zellkulturtechniken

2.2.3.1 Auftauen, Passagieren und Einfrieren der Zelllinie L-929

Murine Fibroblasten der Zelllinie L-929 wurden fur die Herstellung von L-Zell
konditioniertem Medium kultiviert. Zum Auftauen eines kryokonservierten Aliquots
wurde die Zellsuspension kurz bei 37°C in einem Wasserbad angetaut. Die Zellen
wurden zu 50ml vorgewarmten RPMI Medium gegeben und fir 5 Minuten bei 400g
abzentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in L-Zell Medium
(RPMI 1640 + 10% (v/v) FCS + 1% (v/v) P/S) resuspendiert. Die Fibroblasten wurden
bis zur Konfluenz in 75cm? Zellkulturflaschen in einem Inkubationsschrank bei 37°C,
5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Zum Passagieren der Zellen
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit 20ml PBS gewaschen. Durch
Zugabe von 1ml Trypsin und Inkubation fur 5 Minuten bei 37°C wurden die Zellen von
der Plastikoberflache abgelost. Der Verdau wurde durch Zugabe von 9ml L-Zell
Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde zur weiteren Kultivierung 1:30 bis 1:50
gesplittet oder fur die Produktion von L-Zell konditioniertem Medium verwendet. Zum
Einfrieren wurde die Zellsuspension fur 5 Minuten bei 400g zentrifugiert und in 10ml
Kryokonservierungs-Medium (90% (v/v) FCS + 10% (v/v) DMSO) resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde auf 10 Kryokonservierungs-Réhrchen a 1ml verteilt und in einem
Isopropanol-befullten Mr. Frosty™ Gefrierbehalter bei -80°C eingefroren. Am
folgenden Tag wurden die Kryokonservierungs-Réhrchen zur Langzeitlagerung in

flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

2.2.3.2 Herstellung von L-929-Zell konditioniertem Medium

L-929 Fibroblasten sekretieren M-CSF [243]. Fur die Differenzierung von
Makrophagen aus dem Knochenmark wurde daher L-929-Zell konditioniertes Medium
hergestellt. Hierfur wurde je 1ml L-929 Zellsuspension zu je 29ml frischem L-929-
Zellmedium in 182,5cm? Produktionsflaschen hinzugefiigt und die Zellkulturflaschen
fur 7 Tage bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.
AnschlieRend wurde der M-CSF-haltige Uberstand abgenommen und steril-filtriert.
Das L-929-Zell konditionierte Medium wurde entweder direkt zum Ansetzen von
BMDM Medium (RPMI 1640 + 30% (v/v) L-929-Zell konditioniertes Medium + 20% (v/v)
FCS + 1% (v/v) P/S) verwendet oder bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.
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2.2.3.3 Gewinnung von Knochenmarksmakrophagen (BMDMs, bone marrow-
derived macrophages)
Knochenmark wurde isoliert, wie in 2.2.2.3.2 beschrieben. Die Einzelzellsuspension
einer Maus wurde auf 10 Zellkulturschalen mit je 20ml BMDM Medium aufgeteilt. Die
Zellkulturschalen wurden fur insgesamt 7 Tage bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert. An Tag 3 oder Tag 4 wurden 10ml frisches BMDM Medium
je Zellkulturschale hinzugefugt. Ausdifferenzierte Makrophagen wurden an Tag 7
zunachst mit PBS gewaschen und anschliel3end mit PBS/EDTA (0,5mM) und der Hilfe
eines Zellhebers von der Plastikoberflache der Zellkulturschalen geldst. Die
Zellsuspension wurde fur 5 Minuten bei 400g zentrifugiert und die Zellen in frischem
Makrophagen-Medium (RPMI 1640 + 0,1% (w/v) BSA) aufgenommen. Nach diesem
Vorgehen konnten bis zu 1x108 BMDMs aus dem Knochenmark einer Maus gewonnen
werden. Die Reinheit der Zellpopulation wurde mittels Durchflusszytometrie anhand
der Expression der Marker CD11lb und F4/80 Uberprift und betrug bei allen
Experimenten 298%. Fur Stimulationsexperimente mit Zytokin-Produktion oder RNA-
Expression als Endpunkt wurden je 5x10° BMDMs in 1ml Makrophagen-Medium in
24-well Zellkulturplatten ausgesat. Vor Beginn der Stimulation wurden die Zellen fir
mindestens 1h in einem Inkubationsschrank inkubiert, um eine vollstandige Adharenz
der Makrophagen =zu gewahrleisten. Stimulationsexperimente mit Protein-
phosphorylierung als Endpunkt wurden mit je 5x10° BMDMs in zellabweisenden

96-well Zellkulturplatten durchgefihrt.

2.2.3.4 Bestimmung der Zellkonzentration fur Zellkulturexperimente

Zellkonzentrationen wurden mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu
wurde die Zellsuspension 1:10 in Trypan-Blau verdiinnt und 10ul der Verdiinnung auf
eine Neubauer-Zahlkammer Ubertragen. Je 4 Grof3quadrate der Z&dhlkammer wurden
unter einem Mikroskop ausgezahlt. Die Zellkonzentration in der Ausgangssuspension
wurde unter Bericksichtigung des Mittelwerts der Grof3quadrate, dem

Verdunnungsfaktor und dem Kammerfaktor wie folgt berechnet:

¢ = Mittelwert;yopquaarate X 10 x 10*/ml
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2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.41 Genotypisierung von genetisch veranderten Mausen

Der Genotyp von genetisch veranderten Mausen wurde mittels Polymerase chain
reaction (PCR) und einer anschlielenden qualitativen Agarose-Gelelektrophorese

bestimmt.

2.2.4.1.1 Lyse muriner Ohrbiopsien

Ohrbiopsien wurden durch die zustandigen Tierpfleger entnommen und in DNase- und
RNase-freien 1,5ml Reaktionsgefaflen ins Labor geliefert. Hier wurde das Gewebe
durch Zugabe von 40ul Lysepuffer (25mM NaOH + 0.2mM EDTA, pH=12) und
Inkubation fur 20 Minuten bei 95°C aufgeschlossen. Dem Verdau wurden 40pl
Neutralisationspuffer (40mM Tris-HCI, pH=5) hinzugefliigt. Der Ansatz wurde gut
gemischt und als DNA template fur die Genotypisierungs-PCR verwendet. Bis zur
Durchfiihrung der PCR wurden die Proben bei -20°C gelagert.

2.2.4.1.2 Genotypisierungs-PCR

Die Genotypisierungs-PCR erfolgte mithilfe des kommerziell bezogenen DreamTaq
Green PCR Master Mix (2x) von Thermo Fisher Scientific. Typischerweise wurde
folgender Reaktionsansatz hergestellt.

Tabelle 15: PCR-Ansatz

Komponente Volumen
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) | 10ul
Vorwartsprimer [S5uM] 1l
Ruckwartsprimer [SuM] 1l

DNA template pl
Nuklease-freies Wasser Tyl

Die genauen Sequenzen der verwendeten Primer sind Tabelle 8 zu entnehmen.
Genotypsierungen auf das Cre-Transgen wurden mit einer internen Kontrolle
durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz wurde unter Bertcksichtigung der Verwendung
von vier Primern in einer Reaktion individuell angepasst. Die PCR erfolgte in einem
Mastercycler ProS (Eppendorf) mit mindestens 35 Amplifkations-Zyklen und Primer-

optimierten Annealingtemperaturen.
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2.2.4.1.3 Qualitative Agarose-Gelelektrophorese

In einem 2%igen Agarose-Gel wurden PCR-Fragmente mittels Elektrophorese
aufgetrennt. Dazu wurden 3,2g Agarose in 160ml 1x TAE-Puffer geldst und fir etwa
3 Minuten aufgekocht. Nach Abklhlen der Losung fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
wurden 8ul RotiSafe hinzugeflgt und die Losung luftblasenfrei in eine Gelapparatur
gegossen. Ausgehéartete Gele wurden in eine mit TAE-Puffer befullte Laufkammer
Uberfuhrt. Einzelne Geltaschen wurden mit je 15ul PCR-Ansatz oder 5ul einer 100bp
DNA-Leiter beladen. Die Elektrophorese erfolgte fur etwa 40 Minuten bei 140V. Die

Detektion der PCR-Fragmente erfolgte mit einem Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad).

2.2.4.2 RNA-Isolierung

RNA wurde unter Verwendung des innuPREP RNA mini Kit 2.0 (Analytik Jena) nach
Angaben des Herstellers isoliert. Nach Abnahme des Uberstands wurden
5x10° BMDMs in 24-well Zellkulturplatten mit je 400ul Lysepuffer lysiert. Das Lysat
wurde auf eine DNA-bindende Saule gegeben und fir 2 Minuten bei 11.000g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit einer aquivalenten Menge
70% (v/v) Ethanol versetzt, durch Pipettieren vermischt und auf eine RNA-bindende
Saule ubertragen. Die Saule wurde fir 2 Minuten bei 11.000g zentrifugiert. In zwei
Waschschritten wurde die Saule nacheinander mit 500ul high-salt Puffer und 750ul
low-salt Puffer mit anschlieRender Zentrifugation gewaschen. Um verbliebenes
Ethanol zu entfernen, wurde die Saule fir 3 Minuten bei 11.000g zentrifugiert. Je Saule
wurden 30pl Nuklease-freies Wasser hinzugefigt und fir 1 Minute Dbei
Raumtemperatur inkubiert. Die RNA wurde durch Zentrifugation fir 1 Minute bei
11.000g von der Saule eluiert. RNA-Konzentration und Reinheit wurden mit einem
Nano Drop 2000c (Thermo Fisher Scientific) bei einer Wellenlange von 260nm und

280nm bestimmt.

2.2.4.3 cDNA-Synthese

Je 400-800ng RNA wurden mithilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems) in cDNA umgeschrieben. Ein Reaktionsansatz von 20pl
(bestehend aus 2x Puffer, dNTPs, random Primern, reverser Transkriptase und RNA)
wurde nach Vorgabe des Herstellers angesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte in einem

Mastercycler ProS (Eppendorf) gemald nachfolgendem Protokoll.
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Tabelle 16: Protokoll der cDNA-Synthese

Schritt Temperatur Zeit

I 25°C 10min
Il 37°C 120min
1 85°C 5min
\Y 10°C %0

2.2.4.4 Quantitative real-time-PCR (qPCR)

Die cDNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 4-8ng/ul
verdiinnt. Ein 20ul Reaktionsansatz mit 2x iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad),
2pl cDNA und je 0,5uM Vorwarts- und Ruckwartsprimer wurde hergestellt. Die
genauen Sequenzen der verwendeten Primer sind Tabelle 7 zu entnehmen. Die gPCR
erfolgte in einem qTOWER? G (Analytik Jena) gemaf nachfolgendem Protokoll. Die
relative Gen-Expression wurde unter Verwendung von Gapdh als housekeeping Gen
nach der AACi-Methode berechnet [244].

Tabelle 17: gPCR-Protokoll

Schritt Temperatur Zeit  Zyklen
[ ‘ 95°C ‘ 180s 1
I 95°C 10s
40
1l ‘ 58°C ‘ 30s
v 60-95°C (A0,5°C/Zyklus) | 5s 70

2.2.4.5 Transkriptom-Analyse

RNA wurde isoliert, wie in 2.2.4.2 beschrieben. RNA Konzentrationen wurden fir eine
hohere Genauigkeit am Paul-Klein-Zentrum fur Immunintervention (PKZI) mithilfe
eines Qubit® Fluorometers (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Die Qualitat der RNA
wurde mit einem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) bestimmt. Alle
Proben wiesen eine RIN (RNA integrity number) 29,7 auf. Die Aufbereitung (mRNA-
Anreicherung, Herstellung einer cDNA library) und Sequenzierung der Proben wurde
extern von Novogene (Cambridge, UK) durchgefiihrt. Die Sequenzierung der cDNA-
Fragmente erfolgte mit einer Leseweite von 150 Nukleotiden nach einem paired-end

Verfahren. Die Analyse der erhaltenen Daten wurde von einer Bioinformatikerin der

eigenen Arbeitsgruppe (| . 5oston University) durchgefiihrt.
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2.2.5 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

2.2.5.1 Bradford-Test

Der Proteingehalt in der BALF von Mausen nach Infektion mit Legionella longbeachae
wurde nach dem Funktionsprinzip von Bradford [245] bestimmt. BALF-Proben wurden
1:5 mit PBS verdinnt und eine Standardreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) in
PBS mit einer Spannweite von 0,1mg/ml bis 1,5mg/ml wurde frisch angesetzt. In
technischen Duplikaten wurden je 20ul Probe oder Standard mit je 300ul Bradford
Ultra™ gemischt und die Absorption bei einer Wellenlange von 595nm mit einem
Plattenleser (Opsys MR, Dynex Technologies) bestimmt. Anhand der generierten
Standardkurve wurden die Proteinkonzentrationen der BALF-Proben berechnet.

2.25.2 ELISA

Quantitative Untersuchungen sekretierter Zytokine wurden mittels Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) durchgefiihrt. Kommerzielle Kits wurden daftr fur IL-10,
IL-12p40 und IL-27p28 von R&D Systems und fur IFNy von Biolegend bezogen. Die

Anweisungen der Hersteller zur Durchfiihrung der ELISA wurden befolgt.

ELISA-Platten wurden zun&chst Uber Nacht mit einem capture Antikoérper in der
angegebenen Verdinnung bei Raumtemperatur (R&D Systems) oder bei 4°C
(Biolegend) inkubiert. Die Platten wurden mindestens dreimal mit je 200ul
PBS+Tween® 20 (0.05% (v/v)) gewaschen. Unspezifische Bindungen wurden durch
Inkubation mit Blockpuffer (1x PBS + 1% (w/v) BSA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden je 100ul Probe oder Standard
verdinnt in Blockpuffer hinzugefuigt und die Platte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Platte wurde erneut gewaschen, wie oben beschrieben. Ein Biotin-
markierter Detektions-Antikorper wurde hinzugefigt und die Platte wurde fur
2 Stunden (R&D Systems) bzw. 1 Stunde (Biolegend) bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Zugabe von Streptavidin-HRP fur
20 Minuten (R&D Systems) oder von Avidin-HRP fir 30 Minuten (Biolegend) bei
Raumtemperatur. Nach einem finalen Waschschritt wurden je 100ul TMB
Substratlésung hinzugefiigt. Die Farbreaktion wurde nach etwa 10 bis 15 Minuten
durch Zugabe von 50ul 2N Schwefelsédure abgestoppt. Die Absorption wurde bei einer
Wellenlange von 450nm und einer Korrektur bei 550nm mit einem Plattenleser (Opsys
MR, Dynex Technologies) bestimmt. Die Berechnung der Konzentration in den Proben

erfolgte unter Verwendung der sigmoidalen Standardkurve.
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2.2.5.3 Multiplex Immunoassay

Zur simultanen Quantifizierung von 26 Chemokinen und Zytokinen in der BALF von
Mausen nach Infektion mit Legionella pneumophila wurde ein ProcartaPlex™ Multiplex
Immunoassay (Thermo Fisher Scientific) nach den Angaben des Herstellers

durchgefuhrt.

Chemokin/Zytokin-spezifische Antikdrper gekoppelt an magnetische Beads wurden fur
2 Stunden bei Raumtemperatur mit BALF-Proben (1:3 verdinnt) und den im Kit
enthaltenen Standards inkubiert. Die 96-well Platte wurde dreimal mithilfe eines
magnetischen Handwaschgerats (Bio-Rad) gewaschen. Spezifische Detektions-
antikorper wurden hinzugefugt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Erneut wurde die Platte dreimal gewaschen. Ein Streptavidin-PE Konjugat wurde
hinzugeflgt und die Platte wurde fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
In drei abschlielenden Waschschritten wurde ungebundenes Streptavidin-PE
Konjugat entfernt. Die Beads wurden in 120ul Assay-Puffer resuspendiert und die
Fluoreszenz mithilfe eines Bio-Plex™ 200 (Bio-Rad) gemessen. Die jeweiligen
Chemokin- und Zytokin-Konzentrationen wurden anhand der jeweiligen Standardkurve

berechnet.

2.2.5.4 Durchflusszytometrie

2.2.5.4.1 Farbung von Oberflachenantigenen

Einzelzellsuspensionen wurden, wie oben beschrieben, hergestellt. Samtliche FACS
(fluorescence-activated cell sorting)-Farbungen wurden in 96-well Platten mit V-Boden
durchgefuhrt. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu verhindern, erfolgte zunachst
ein Fc-Rezeptorblock mit TruStain FcX™ (anti-mouse CD16/32, 1:50-Verdinnung) in
FACS-Puffer (1x PBS + 2mM EDTA + 3% (v/v) FCS) fir 15 Minuten bei 4°C. Nach
Zentrifugation (650g, 3 Minuten, 4°C) wurde der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde in FACS-Puffer mit den jeweiligen Oberflachen-Antikrpern und dem
Vitalitatsfarbstoff eFluor™ 780 resuspendiert und fir 30 Minuten lichtgeschitzt bei 4°C
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit FACS-Puffer wurden die Zellen entweder fur
die Messung direkt in FACS-RoOhrchen Uberfuihrt oder fir eine spatere Messung in
4% (v/v) Formaldehyd in FACS-Puffer fur 30 Minuten bei 4°C fixiert. Zur Untersuchung
der Oberflachenexpression von IL-27Ra und gp130 wurden geeignete Isotyp-
Kontrollen und Knockout-Kontrollen mit IL-27Ra defizienten Zellen durchgefihrt.
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2.2.5.4.2 Farbung von Transkriptionsfaktoren

Intrazellulare Farbungen von Transkriptionsfaktoren wurden mithilfe des True-
Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set von Biolegend durchgefuhrt. Nach erfolgter
Oberflachenfarbung wurden die Zellen mit einer True-Nuclear™ Fixierungslésung fur
60 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Die Zellen wurden anschliel3end dreimal
mit einem True-Nuclear™ Permeabilisierungspuffer gewaschen. Nach dem dritten
Waschschritt wurden die Zellen in Permeabilisierungspuffer mit den
Transkriptionsfaktor-spezifischen Antikorpern resuspendiert und fur 30 Minuten
lichtgeschiitzt bei 4°C inkubiert. Erneut wurden die Zellen dreimal gewaschen und
abschlieend in FACS-R6hrchen tberfihrt.

2.2.5.4.3 Farbung von phosphorylierten Signalmolekilen

Einzelzellsuspensionen wurden in zellabweisenden 96-well Zellkulturplatten mit
rekombinantem IL-27 stimuliert, wie in den Abbildungsbeschriftungen spezifiziert.
Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellen in 96-well Platten mit V-Boden
Uberfahrt, zentrifugiert (650g, 3 Minuten, 4°C) und sofort in BD Cytofix (BD
Biosciences) resuspendiert. Die Fixierung erfolgte flir 20 Minuten bei Raumtemperatur.
Nach einmaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen in Methanol-haltigem
BD Perm IIl Puffer (BD Biosciences) resuspendiert. Die 96-well Platte wurde mit
Parafilm verschlossen und Uber Nacht bei -20°C gelagert. Am Folgetag wurden die
Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen und ein Fc-Rezeptorblock durchgefihrt.
Die Zellen wurden in FACS-Puffer mit den jeweiligen Oberflachen-Antikérpern und
spezifischen Phosphoprotein-Antikorpern resuspendiert und fur 30 Minuten licht-
geschutzt bei 4°C inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen einmal mit FACS-Puffer

gewaschen und zur Messung in FACS-Ro6hrchen tberfluhrt.

2.2.5.4.4 FACS-Messung und Auswertung

Die Messung der gefarbten Zellpopulationen erfolgte mit einem BD FACS Canto Il (BD
Biosciences). Zellpopulationen wurden zunachst anhand ihres forward scatter (FSC)
und side scatter (SSC) identifiziert und Zellduplets wurden unter Beriicksichtigung von
FSC-A (area) und FSC-H (height) ausgeschlossen. Zu Kompensationszwecken
wurden immer eine ungefarbte Kontrolle und Einzelfarbungen der Zellen mitgefiihrt.
Die Auswertung der FACS-Messungen erfolgte mithilfe von FlowJo®. Zur

Quantifizierung von absoluten Zellzahlen (beispielsweise in der BALF) wurden
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Counting Beads (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Berechnung erfolgte nach

Vorgaben des Herstellers.

2.2.6 Statistische Auswertung und grafische Darstellung

In vitro Experimente wurden als mindestens drei unabhangige Wiederholungen
durchgefuhrt (sofern nicht an anderer Stelle spezifiziert), wovon ein reprasentatives
Ergebnis dargestellt ist. ELISA und gPCR wurden dabei unter Verwendung von
biologischen und technischen Replikaten durchgefihrt. Bei in vivo Versuchen wurden
n=3-16 Mause je Gruppe verwendet. Die genauen Gruppengrof3en sind den jeweiligen
Abbildungsbeschriftungen zu entnehmen. Alle Balkendiagramme, Dosis-
Wirkungskurven und Zeitverlaufe sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.
Box-Plots prasentieren den Median, den Interquartilenabstand und die Spannweite
des Datensatzes. Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 9 mittels
zweiseitigem t-Test unter Annahme einer Normalverteilung bei zwei Versuchsgruppen
und mittels einfacher oder zweifacher Varianzanalyse bei mehr als zwei
Versuchsgruppen. Uberlebensexperimente wurden mittels Log-rank Test (Mantel-
Cox) analysiert. Statistische Signifikanzniveaus sind in den Abbildungen wie folgt
dargestellt: * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001, ns: nicht signifikant.
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3 Ergebnisse
3.1 Untersuchung der Expression von IL-27Ra in naiven C57BL/6

Mausen

Im ersten Schritt wurde die Expression der spezifischen Rezeptoruntereinheit IL-27Ra
systematisch auf Immunzellen und nicht-hamatopoetischen Gewebezellen von
C57BL/6 Mausen untersucht, um herauszufinden, welche Zellpopulationen responsiv
auf freigesetztes IL-27 sein konnen. Die Expression des Rezeptors wurde mit einem
spezifischen PE-markierten Antikdrper mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Mause
mit einem globalen IL-27Ra Knockout und Isotyp-Kontrollen wurden zum Nachweis

der Spezifitat des Antikérpers verwendet.

3.1.1 Lymphozyten in Knochenmark, Milz und peripheren Lymphknoten
exprimieren IL-27Ra
Zunachst wurde die IL-27Ra Expression auf Lymphozyten aus primaren
(Knochenmark) und sekundaren (Milz, Lymphknoten) lymphatischen Organen
untersucht. Sowohl CD49b*NK1.1* NK Zellen als auch CD19* B-Lymphozyten und
CD3* T-Lymphozyten aus der Milz exprimierten IL-27Ra (Abbildung 6A+B). Die
Expression des Rezeptors war hierbei am hochsten in yd T Zellen und CD8*
zytotoxischen T Zellen gefolgt von CD4* T Zellen und NK Zellen (Abbildung 6C).

B Zellen wiesen dagegen nur eine schwache Expression von IL-27Ra auf.

Gleichermal3en war IL-27Ra auch auf Lymphozyten aus dem Knochenmark exprimiert

(Abbildung 6D+E). NK und T Zellen wiesen eine hohe Expression des Rezeptors auf.

Auf B Zellen war der Rezeptor wiederum nur schwach exprimiert.
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Abbildung 6: Lymphozyten in Milz und Knochenmark von naiven C57BL/6 Mausen
exprimieren IL-27Ra.

Milz (A-C) und Knochenmark (D+E) naiver WT und IL-27Ra”- Mause (n=3 je Genotyp)
wurden isoliert und Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Die Expression von
IL-27Ra wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A+D) Repréasentative Gating-
Strategien zur Identifizierung von B-, NK- und T-Lymphozyten in Milz und Knochenmark.
(B+E) Reprasentative Histogramme der IL-27Ra Expression in den jeweiligen
Zellpopulationen. (C) Quantifizierung der IL-27Ra Expression mittels geometric mean
fluoresence intensity (gMFI). Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (C).

* P<0,05, *** P<0,001, **** P<0,0001, ns: nicht signifikant.
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Die Expression von IL-27Ra wurde im Folgenden auf murinen Lymphozyten in
peripheren Lymphknoten (Leisten- und Achsellymphknoten) untersucht. Erneut wurde
eine hohe Expression von IL-27Ra auf T und NK Zellen und eine schwache Expression
von IL-27Ra auf B Zellen festgestellt (Daten nicht gezeigt). In den untersuchten
peripheren Lymphknoten wiesen neben T und NK Zellen auch Innate Lymphoid Cells
(ILCs) eine hohe Expression von IL-27Ra auf (Abbildung 7A+B). IL-27Ra wurde dabei
von allen ILC-Subtypen (T-Bet* ILC1, GATA3* ILC2, RORyT* ILC3) exprimiert.

ILCs

c2
ILC 1

cD3/CcD19” » RORyT L» T-Bet
T-Bet* ILC1| “{GATA3* ILC2| “RORyT* ILC3

GATA3

ILC 3

> GATA3

s nep

Isotyp, WT

. “ 1 [] a-IL-27Ra, WT
K § E [] a-IL-27Ra, IL-27Ra

> IL-27Ra

— Events

Abbildung 7: Innate Lymphoid Cells (ILCs) in peripheren Lymphknoten exprimieren
IL-27Ra.

Periphere Lymphknoten naiver WT und IL-27Ra"- Mause (n=3 je Genotyp) wurden isoliert
und Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Die Expression von IL-27Ra wurde
mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A) Repréasentative Gating-Strategie zur
Identifizierung der verschiedenen ILC-Subpopulationen anhand ihrer spezifischen
Transkriptionsfaktoren. (B) Repréasentative Histogramme der IL-27Ra Expression in den
jeweiligen Zellpopulationen.
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3.1.2 Myeloide Zellen weisen keine/lkaum detektierbare Expression von IL-27Ra
auf

Analog zum oben beschriebenen Vorgehen wurde die Expression von IL-27Ra auf

myeloiden Zellen in Milz und Knochenmark untersucht. In der Milz von naiven C57BL/6

Mausen konnte keine Expression von IL-27Ra auf der Oberflache von Neutrophilen,

Monozyten, Makrophagen oder Eosinophilen detektiert werden (Abbildung 8A+B).

Ebenso zeigte eine Farbung nach vorheriger Membran-Permeabilisierung keine
messbare Expression von IL-27Ra auf intrazellularen Membranbestandteilen (Daten
nicht gezeigt). Auch im Knochenmark konnte keine Expression von IL-27Ra auf
Neutrophilen, Monozyten oder Eosinophilen nachgewiesen werden (Abbildung 8C+D).
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Abbildung 8: Myeloide Zellen aus Milz und Knochenmark naiver C57BL/6 Mause weisen
keine messbare Expression von IL-27Ra auf.

Milz (A+B) und Knochenmark (C+D) naiver WT und IL-27Ra"’- Mause (n=3 je Genotyp)
wurden isoliert und Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Die Expression von
IL-27Ra wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A+C) Reprasentative Gating-
Strategien zur Identifizierung von Monozyten, Neutrophilen, Makrophagen und
Eosinophilen in Milz und Knochenmark. (B+D) Représentative Histogramme der
fehlenden IL-27Ra Expression in den jeweiligen Zellpopulationen.
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Aufgrund der Negativbefunde in naiven C57BL/6 Mausen wurde der Frage
nachgegangen, ob eine Expression von IL-27Ra auf der Oberflache von Makrophagen
und Neutrophilen durch inflammatorische Stimuli induziert werden kann.
CD11b*F4/80" BMDMSs wurden in vitro fir 24 Stunden entweder mit Medium, LPS oder
IL-4 stimuliert, um eine Polarisierung der Makrophagen in Richtung eines
proinflammatorischen (LPS) oder anti-inflammatorischen Phéanotyps (IL-4) zu
induzieren. Die erfolgreiche Polarisierung wurde anhand der Expression der
Oberflachenmarker CD38 (M1) und CD206 (M2) uberprift (Abbildung 9A). IL-27Ra
konnte weder auf unbehandelten noch auf LPS oder IL-4 stimulierten BMDMs

nachgewiesen werden (Abbildung 9B).

Die Expression von IL-27Ra wurde weiter auf rekrutierten Makrophagen und
Neutrophilen aus der Bauchhéhle von C57BL/6 Mausen untersucht. Um Makrophagen
in die Peritonealhthle zu rekrutieren, wurde naiven C57BL/6 Mausen eine 3%ige
Thioglykolat-Losung i.p. injiziert. Peritoneal Elicited Macrophages (PEMs) wurden
4 Tage nach Gabe von Thioglykolat isoliert (Abbildung 9C). PEMs wiesen eine

schwache Expression von IL-27Ra auf (Abbildung 9D). Neutrophile wurden durch

zweimalige i.p. Injektion einer 9%igen Casein-L6sung in die Bauchhothle rekrutiert
(Abbildung 9E). Rekrutierte Neutrophile zeigten keine messbare Expression von
IL-27Ra (Abbildung 9F).
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Abbildung 9: Makrophagen aus dem Knochenmark sowie rekrutierte Peritoneal-
makrophagen und Neutrophile haben keine signifikante Expression von IL-27Ra.
(A+B) Bone Marrow Derived Macrophages (BMDMs) von WT und IL-27Ra”- Mausen (n=3
je Genotyp) wurden fur 24h mit LPS [100ng/ml], IL-4 [20ng/ml] oder Medium behandelt.
Die M1/M2 Polarisierung der Makrophagen wurde anhand der Expression der Marker
CD38 (M1) und CD206 (M2) uberprift und die IL-27Ra Expression wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (A) Repréasentative Plots und Histogramme zur
Uberprufung von Reifegrad und Polarisierung der Makrophagen. (B) Reprasentative
Histogramme der fehlenden IL-27Ra Expression auf BMDMs. (C-F) Mittels i.p. Injektion
einer 3%igen Thioglykolat-Losung (C+D) oder mittels zweimaliger i.p. Injektion einer
9%igen Casein-Losung (E+F) in WT und IL-27Ra”’- Mause (n=3 je Genotyp) wurden
Makrophagen (C+D) oder Neutrophile (E+F) in die Bauchhdhle der Tiere rekrutiert. Eine
Peritoneallavage wurde durchgefiuhrt und die Expression von IL-27Ra wurde mittels
Durchflusszytometrie auf den rekrutierten Immunzellen untersucht. (C+E) Reprasentative
Gating-Strategien zur Identifizierung von Peritoneal Elicited Macrophages (PEMs, C) und
Neutrophilen (E). (D+F) Repréasentative Histogramme der IL-27Ra Expression in den
jeweiligen Zellpopulationen.
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3.1.3 IL-27Ra wird auf Lungenepithel- und Lungenendothelzellen von
unbehandelten C57BL/6 Mausen nicht exprimiert

Im Weiteren wurde die Expression von IL-27Ra auf Epithel- und Endothelzellen aus

der Lunge von naiven C57BL/6 Méausen untersucht. Ebenso wurde die Expression auf

Alveolarmakrophagen als ortsstandige Immunzellen mit direktem Kontakt zur

AulRenwelt betrachtet.

Naive Lungen wurden enzymatisch verdaut. Lungen-Epithelzellen (Pneumozyten)
wurden anhand der Expression des Epithelial cell adhesion molecules (EpCAM)
identifiziert (Abbildung 10A). Alveolarmakrophagen wurden anhand der Expression
der Oberflachenmarker SiglecF und CD11c identifiziert. CD31* Endothelzellen wurden
zusatzlich mit magnetischen CD31 Microbeads angereichert (Abbildung 10B). Weder
auf Epithel- und Endothelzellen noch auf Alveolarmakrophagen konnte IL-27Ra

detektiert werden (Abbildung 10C).
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Abbildung 10: In den Lungen von naiven C57BL/6 Mausen ist IL-27Ra weder auf Epithel-
oder Endothelzellen noch auf Alveolarmakrophagen exprimiert.

(A+B) Lungen naiver WT und IL-27Ra”- M&ause wurden fir 30 Minuten mit Dispase (A,
n=3 je Genotyp) oder Kollagenase A (B, n=2 je Genotyp) verdaut. Die Expression von
IL-27Ra wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A) Reprasentative Gating-
Strategie zur ldentifizierung von Lungenepithelzellen und Alveolarmakrophagen (AMs).
(B) Reprasentative Gating-Strategie zur Identifizierung von Endothelzellen.
Endothelzellen wurden zuvor mittels Depletion von CD45* Zellen und einer
Positivselektion mit CD31 Microbeads angereichert. (C) Reprasentative Histogramme der
IL-27Ra Expression in den jeweiligen Zellpopulationen.
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Zusammenfassend wurde festgestellt, dass alle untersuchten Lymphozyten-
Populationen in priméren und sekundaren lymphatischen Organen IL-27Ra auf ihrer
Oberflache exprimierten. Insbesondere T und NK Zellen sowie ILCs zeigten eine hohe
Expression des Rezeptors. Dagegen wiesen die untersuchten myeloiden
Zellpopulationen keine IL-27Ra Expression unter homoostatischen Bedingungen auf.
Bakterielles LPS konnte IL-27Ra auf primaren Makrophagen in vitro nicht induzieren.
Lediglich nach Thioglykolat-Injektion konnte eine geringfiigige IL-27Ra Expression auf
rekrutierten PEMs nachgewiesen werden. In der Lunge von naiven C57BL/6 Mausen
konnte IL-27Ra weder auf Epithel- und Endothelzellen noch auf ortsstandigen
Alveolarmakrophagen detektiert werden.
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3.2 Zellspezifische Untersuchungen von IL-27 induzierten

Signalwegen
Obwohl bereits verschiedene IL-27 induzierte Signalwege bekannt sind, bleibt bislang
ungeklart, wie eine Induktion dieser Signalwege zu derart vielseitigen Immunantworten
fuhren kann [7, 32]. Eine mogliche Erklarung bietet die Uberlegung, dass den
verschiedenen intrazellularen Signalwegen eine Zellspezifitat zugrunde liegt. Im
Folgenden wurde daher eine zellspezifische Untersuchung von IL-27 induzierten
Signalwegen durchgefuhrt. Die Phosphorylierung zahlreicher Signalmolekile wurde
nach [L-27 Stimulation mittels Durchflusszytometrie mit phosphospezifischen
Antikorpern untersucht. Unstimulierte Kontrollzellen und M&ause mit einer globalen

IL-27Ra Defizienz wurden zum Nachweis der Spezifitat der Antikdrper verwendet.

3.2.1 IL-27 induziert STAT1- und STAT3-Signalwege in T Zellen

Da die IL-27Ra Expression in naiven C57BL/6 Mausen, wie oben beschrieben, auf
Immunzellen der Iymphozytdaren Linie begrenzt ist, wurden zuné&chst
Phosphorylierungen verschiedener Signalproteine in T, NK und B Zellen nach IL-27

Stimulation untersucht.

Splenozyten wurden in vitro fir 45 Minuten mit rekombinantem murinen IL-27
stimuliert. In CD4* und CD8* T Zellen induzierte IL-27 eine starke Phosphorylierung
der funktionell relevanten Phosphorylierungsstellen Tyrosin 701 (Y701) und 705
(Y705) von STAT1 und STAT3 (Abbildung 11). Zudem induzierte IL-27 die
Phosphorylierung von Serin 727 (S727) bei STAT3 in CD4* und CD8* T Zellen. Auch
in B Zellen konnte eine Phosphorylierung von STAT1v701, STAT3y705 und STAT3s727

nach IL-27 Stimulation beobachtet werden. In Ubereinstimmung mit der deutlich
geringeren IL-27Ra Expression in B Zellen im Vergleich zu T Zellen (siehe Abbildung
6B+C) war auch das Ausmald der Phosphorylierungen in B Zellen erheblich
vermindert. Trotz hoher Expression der Zytokin-spezifischen Rezeptoruntereinheit
IL-27Ra auf NK Zellen wurde nur eine sehr eingeschrankte Responsivitat beobachtet.
IL-27 induzierte lediglich bei einem geringen Anteil an NK Zellen eine
Phosphorylierung von STAT1y7o1 und STAT3v70s. Der Uberwiegende Anteil der NK
Zellen zeigte sich dagegen nicht responsiv hinsichtlich STAT-Phosphorylierung. Bei
allen weiteren betrachteten STAT-Phosphorylierungsstellen (STAT1s727, STAT4veos3,
STAT5veos, STAT6ves1) konnte in keiner der untersuchten Zellpopulationen eine

nennenswerte Induktion einer Phosphorylierung durch IL-27 beobachtet werden.
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Abbildung 11: IL-27 induziert eine robuste STAT1- und STAT3-Phosphorylierung in
CD4" und CD8" T Zellen.

Die Milz naiver WT und IL-27Ra”’- Mause (n=3 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Isolierte Splenozyten wurden fur 45 Minuten
in vitro mit rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und verschiedene STAT-
Phosphorylierungsstellen wurden mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Reprasentative Histogramme fur CD4* und CD8* T Zellen (TCRB*) sowie fur NK (NK1.1%)
und B Zellen (CD19*) sind dargestellt. STAT: Signal transducer and activator of
transcription.
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Im Weiteren wurde der zeitliche Verlauf der IL-27 vermittelten Phosphorylierung von
STAT1v7o1 und STAT3v70s untersucht. In T Zellen aus der Milz war die IL-27 induzierte
STAT-Phosphorylierung Uber einen Zeitraum von mindestens 2 Stunden stabil.
Reprasentative Histogramme fiir die angegebenen Zeitpunkte sind exemplarisch fr
CD4* T Zellen dargestellt (Abbildung 12A). Daruber hinaus wurde die IL-10
Konzentration in Kulturtiberstdnden 60 Stunden nach a-CD3/a-CD28 Stimulation von

T Zellen aus der Milz in An- und Abwesenheit von IL-27 untersucht [84]. In

Anwesenheit von IL-27 war die IL-10 Konzentration signifikant erhéht (Abbildung 12B).

Ebenso wurde der Frage nachgegangen, ob die Induktion der STAT1- und STAT3-
Signalwege in T Zellen durch IL-27 gemeinsam oder selektiv erfolgt. In einer
STAT1v7o1 und STAT3v70s Doppelfarbung konnte in CD4* T Zellen nachgewiesen
werden, dass eine starke Phosphorylierung von STAT1yzor mit einer starken

Phosphorylierung von STAT3v70s korrelierte (Abbildung 12C). Ebenso korrelierte eine

schwache STAT1y701 Phosphorylierung mit einer schwachen Phosphorylierung von
STAT3v70s.

Neben der IL-27 Responsivitat von Lymphozyten aus der Milz wurden auch die IL-27
induzierten STAT-Phosphorylierungen von Lymphozyten aus dem Knochenmark
analysiert. Auch hier zeigten insbesondere CD4* und CD8" T Zellen eine deutliche
STAT1v7o1 und STAT3v7os Phosphorylierung nach IL-27 Stimulation (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 12: Kinetik, Konsequenz und Korrelation von IL-27 induzierten STAT-
Phosphorylierungen in T Zellen.

Die Milz naiver WT und IL-27Ra”’- Mause (n=3 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. (A) Isolierte Splenozyten wurden fir die
angegebenen Zeitrdume in vitro mit rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und die
STAT1- und STAT3-Phosphorylierung in CD4* T Zellen wurde mittels Durchfluss-
zytometrie untersucht. Repréasentative Histogramme fir die beiden Phosphorylierungen
zu den jeweiligen Zeitpunkten sind dargestellt. CD4* T Zellen von IL-27Ra”- Mausen und
unstimulierte Zellen dienten als Negativkontrollen (B) WT Splenozyten wurden fir 60h
mit plattengebundenem a-CD3 [2ug/ml] und geléstem a-CD28 [2ug/ml] in An- und
Abwesenheit von 20ng/ml IL-27 stimuliert. Die IL-10 Konzentration in zellfreiem
Kulturuberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Ein représentatives Experiment von
insgesamt drei unabhéangigen Wiederholungen ist dargestellt. (C) WT Splenozyten
wurden fir 45 Minuten in vitro mit rekombinantem I[L-27 [10ng/ml] stimuliert und die
STAT1- und STAT3-Phosphorylierung in CD4* T Zellen wurde mittels Durchfluss-
zytometrie untersucht. Die 50% CD4* T Zellen mit der starksten bzw. der schwéchsten
STAT1-Phosphorylierung wurden beziglich ihrer STAT3-Phosphorylierung analysiert und
umgekehrt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (B). ** P<0,01.
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3.2.2 In NK Zellen von naiven C57BL/6 Mausen induziert IL-27 nur in unreifen
CD27*CD11b" Zellen die Phosphorylierung von STAT1 und STAT3
Aufgrund der geringen STAT-Phosphorylierung in NK Zellen nach IL-27 Stimulation

(siehe Abbildung 11) wurde die IL-27 Responsivitat einzelner Subpopulationen

genauer analysiert. Murine NK Zellen lassen sich anhand der Expression der
Oberflachenmarker CD27 und CD11b in vier Reifestadien einteilen [246]. Unreife
doppelt-negative CD27'CD11b- NK Zellen durchlaufen wahrend ihrer Reifung
zunachst ein CD27* und spater ein doppelt-positives CD27*CD11b* Stadium. Reife
NK Zellen sind dagegen CD27-CD11b".

NK Zellen aus der Milz wiesen zu etwa 60% einen reifen CD11b* Phanotyp auf
(Abbildung 13A). Unabhangig vom Reifegrad exprimierten alle NK Zellen die Zytokin-
spezifische Rezeptoruntereinheit IL-27Ra auf ihrer Oberflache (Abbildung 13B). Die

Expression war hierbei am hdchsten in unreifen CD27* NK Zellen (Abbildung 13C).

Reife CD11b* NK Zellen exprimierten signifikant weniger IL-27Ra. Die zweite
Rezeptoruntereinheit Glykoprotein 130 (gp130) wurde dagegen ausschlielich auf
unreifen CD27* NK Zellen exprimiert (Abbildung 13B). Als Konsequenz induzierte
IL-27 nur in CD27* NK Zellen STAT1y7o1 und STAT3y705 Phosphorylierung (Abbildung
13D). NK Zellen aller anderen Reifestadien, insbesondere die quantitativ gréfite

Subpopulation der reifen CD11b* NK Zellen, zeigten dagegen keine STAT-
Phosphorylierung nach IL-27 Stimulation.

In gleicher Weise wurden NK Zellen aus dem Knochenmark analysiert. Im Unterschied
zur Milz wiesen im Knochenmark mehr als 50% der NK Zellen einen unreifen CD27*
Phanotyp auf (Abbildung 14A). Unabhangig vom Reifegrad exprimierten alle NK Zellen

IL-27Ra auf ihrer Oberflache (Abbildung 14B). Die Expression von gp130 war erneut
nur auf CD27* NK Zellen detektierbar. CD27* NK Zellen zeigten eine deutliche
Phosphorylierung von STAT1v7o1 und STAT3y70s nach IL-27 Stimulation (Abbildung

14C). In den Ubrigen NK Zellpopulationen induzierte IL-27 keine nennenswerte STAT-

Phosphorylierung.
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Abbildung 13: Reife CD27'CD11b* NK Zellen aus der Milz naiver C57BL/6 Mause zeigen
keine STAT1- und STAT3-Phosphorylierung nach IL-27 Stimulation.

Die Milz naiver WT und IL-27Ra”’- Mause (n=3 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. (A-C) Die Expression der beiden
Rezeptoruntereinheiten IL-27Ra und gp130 wahrend verschiedener Reifungsstadien der
NK Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A) Repréasentative Gating-
Strategie zur Unterscheidung von vier NK Zell Reifungsstadien anhand der Expression
der Marker CD27 und CD11b. (B) Reprasentative Histogramme der Expression von
IL-27Ra und gpl130. (C) Quantifizierung der IL-27Ra Expression wéahrend der NK
Zellreifung mittels gMFI. (D) Isolierte Splenozyten wurden fur 45 Minuten in vitro mit
rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und die STAT1- und STAT3-Phosphorylierung
in den NK Zell-Subpopulationen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Reprasentative Histogramme der STAT1- und STAT3-Phosphorylierung sind dargestellt.
Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (C). * P<0,05, ** P<0,01, DN: CD27-CD11b-
doppelt-negative Zellen, DP: CD27*CD11b* doppelt-positive Zellen.
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Abbildung 14: In NK Zellen aus dem Knochenmark naiver C57BL/6 Mause induziert IL-27
nur in unreifen CD27*CD11b" NK Zellen STAT1- und STAT3-Phosphorylierungen.

Das Knochenmark naiver WT und IL-27Ra"/- Mause (n=3 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. (A+B) Die Expression der beiden
Rezeptoruntereinheiten IL-27Ra und gp130 wahrend verschiedener Reifungsstadien der
NK Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. (A) Repréasentative Gating-
Strategie zur Unterscheidung von vier NK Zell Reifungsstadien anhand der Expression
der Marker CD27 und CD11b. (B) Reprasentative Histogramme der Expression von
IL-27Ra und gp130. (C) Isolierte Knochenmarkszellen wurden fir 45 Minuten in vitro mit
rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und die STAT1- und STAT3-Phosphorylierung
in den NK Zell-Subpopulationen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Reprasentative Histogramme der STAT1- und STAT3-Phosphorylierung sind dargestellt.
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3.2.3 IL-27 induziert keine Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2, MEK1
und p38 oder der Proteinkinase B (AKT)

Neben der Aktivierung von STAT-Signalwegen wurde auch eine Induktion

verschiedener MAP (Mitogen-activated protein)-Kinasen sowie der Proteinkinase B

(AKT) durch IL-27 untersucht.

Splenozyten wurden in vitro flr einen Zeitraum von 2 Minuten bis zu 4 Stunden mit
rekombinantem murinen IL-27 stimuliert. Weder in B-, NK- noch T-Lymphozyten
konnte IL-27 eine Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2, MEK1 oder p38 an
ihren charakteristischen Aktivierungsstellen induzieren. Reprasentative Histogramme
fur die Phosphorylierung der jeweiligen MAP-Kinase zu den angegebenen Zeitpunkten
sind exemplarisch fur CD4* T Zellen dargestellt (Abbildung 15). Ebenso induzierte

IL-27 keine Phosphorylierung von AKT in B-, NK- oder T-Lymphozyten. Repréasentative
Histogramme der beiden Phosphorylierungsstellen AKTt30s und AKTsa7s sind erneut
exemplarisch fur CD4* T Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten dargestellt
(Abbildung 16).
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Abbildung 15: IL-27 induziert keine Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2, MEK1
und p38in naiven CD4* T Zellen.

Die Milz naiver WT und IL-27Ra”’- Mause (n=2 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Isolierte Splenozyten wurden fur die
angegebenen Zeitraume in vitro mit rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und die
Phosphorylierungsstellen der jeweiligen MAP-Kinasen wurden mittels Durchfluss-
zytometrie in CD4* T Zellen untersucht. Reprasentative Histogramme der
entsprechenden Protein-phosphorylierungen sind dargestellt.
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Abbildung 16: IL-27 induziert keine AKT-Phosphorylierung in naiven CD4* T Zellen.
Die Milz naiver WT und IL-27Ra”’- Mause (n=2 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Isolierte Splenozyten wurden fur die
angegebenen Zeitrdume in vitro mit rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und die
beiden AKT-Phosphorylierungsstellen wurden mittels Durchflusszytometrie in CD4*
T Zellen untersucht. Reprasentative Histogramme der entsprechenden Phosphory-
lierungen sind dargestellt.
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3.2.4 BMDMs sind nicht responsiv auf eine IL-27 Stimulation

Im Weiteren wurde die IL-27 Responsivitat von primaren Makrophagen aus C57BL/6
Mausen untersucht. BMDMs wurden in vitro fur 45 Minuten mit rekombinantem
murinen IL-27 stimuliert. In Ubereinstimmung mit der Abwesenheit von IL-27Ra
Expression (siehe Abbildung 9B) konnte IL-27 weder eine Phosphorylierung von
STAT1v701 noch von STAT3v70s induzieren (Abbildung 17A). Als zuséatzlicher Endpunkt

wurde die Konzentration von IL-12p40 in Kulturiiberstdnden 24 Stunden nach
Stimulation mit LPS oder LPS/IFNy in An- und Abwesenheit von IL-27 untersucht [45].
Die Anwesenheit von IL-27 hatte keinerlei Einfluss auf die freigesetzte IL-12p40 Menge
(Abbildung 17B). Ebenso zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Wildtyp und IL-27Ra defizienten BMDMs.

== |L-27Ra” pg
— WT -

ns

Events
Event§

L» PSTAT 1701 L» PSTAT3y70

] IL-27, wt Medium, WT 0
[] 127, IL-27Ra” & P PP

Abbildung 17: BMDMs sind nicht responsiv auf eine IL-27 Stimulation.

(A) BMDMs von WT und IL-27Ra”- Mausen (n=3 je Genotyp) wurden fir 45 Minuten in
vitro mit rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und die STAT1- und STAT3-
Phosphorylierung wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Repréasentative
Histogramme der jeweiligen STAT-Phosphorylierung sind dargestellt. (B) BMDMs von WT
und IL-27Ra”- Mausen wurden fir 24h mit Medium, LPS [100ng/ml] oder LPS [100ng/ml]
und IFNy [20ng/ml] in An- oder Abwesenheit von 10ng/ml IL-27 inkubiert. Die
Konzentration von IL-12p40 in zellfreiem Kulturiberstand wurde mittels ELISA bestimmt.
Ein reprasentatives Experiment von insgesamt drei unabhangigen Wiederholungen ist
dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (B). ns: nicht signifikant.
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3.2.5 Humane PBMCs sind IL-27 responsiv

AbschlieRend wurde die IL-27 Responsivitdt von humanen Immunzellen tberpruft.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) eines gesunden mannlichen Spenders
wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert und in vitro fur 30 Minuten mit
rekombinantem humanen IL-27 stimuliert. Sowohl in allen Lymphozyten-Populationen
(T Zellen, B Zellen, CD569" und CD569™CD16* NK Zellen) als auch in CD16*
Monozyten induzierte IL-27 STAT3v70s Phosphorylierung (Abbildung 18).

CD56Piet  CD569™CD16*
T Zellen B Zellen Monozyten NK Zellen NK Zellen

— Events

w

»  PSTAT3y0s Medium [ IL-27

Abbildung 18: IL-27 induziert eine robuste STAT3-Phosphorylierung in humanen
PBMCs.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) eines gesunden méannlichen Blutspenders
wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Isolierte PBMCs
wurden fur 30 Minuten in vitro mit rekombinantem humanen IL-27 [20ng/ml] stimuliert und
die STAT3-Phosphorylierung in T- und B-Lymphozyten, in Monozyten sowie in CD56Pbright
und CD569mCD16* NK Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Reprasentative Histogramme der STAT3-Phosphorylierung sind dargestellt.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass IL-27 in naiven T Zellen aus C57BL/6
M&ausen erwartungsgemal eine robuste Aktvierung von STAT1- und STAT3-
Signalwegen induzierte. Die Aktivierung der T Zellen in Anwesenheit von IL-27
resultierte dabei in einer signifikant erhdhten IL-10 Produktion. Weder eine Aktivierung
von MAP-Kinasen noch von Proteinkinase B durch IL-27 konnte beobachtet werden.
Im Unterschied zu T Zellen war die IL-27 Responsivitat von naiven NK Zellen abhangig
vom Reifegrad der Zellen. Nur in CD27* NK Zellen konnte IL-27 eine STAT1- und
STAT3-Phosphorylierung induzieren. Primare murine Makrophagen wiesen keine
IL-27 Responsivitat auf. In humanen PBMCs konnte IL-27 dagegen zusatzlich zu den
verschiedenen Lymphozyten-Populationen auch in Monozyten eine Phosphorylierung
von STAT3v7os induzieren.
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3.3 Etablierung eines murinen Modells der Legionellose zur

Untersuchung von IL-27 vermittelten Effekten

Legionella pneumophila sind gramnegative fakultativ intrazellulare Bakterien [157]. In
den Lungen von Infizierten kénnen sie in Alveolarmakrophagen replizieren und die
Krankheitsbilder der Legionarskrankheit oder des Pontiac-Fiebers hervorrufen [160].
Die Beteiligung von IL-27 im Rahmen der Immunantwort einer Legionellen-Infektion ist
weitgehend ungeklart.

3.3.1 Legionella pneumophilainduziert IL-27 Expression in vitro und in vivo

Im Rahmen der Etablierung eines murinen Modells der Legionellose wurde zunéchst
die Frage beantwortet, ob Legionella pneumophila die Expression von IL-27 induziert.
BMDMs wurden dazu in vitro mit Legionella pneumophila Stamm JR32 infiziert.
Legionella pneumophila induzierte eine schnelle Genexpression der beiden Zytokin-
Untereinheiten p28 und ebi3 mit einem Expressionsmaximum zwischen 6 Stunden und

12 Stunden nach Infektion (Abbildung 19A). In den Kulturiiberstanden von infizierten

BMDMs konnte zudem nach 24 Stunden in Abhangigkeit der zur Infektion verwendeten
Multiplicity of Infection (MOI) auch die Expression von IL-27p28 auf Proteinebene
nachgewiesen werden (Abbildung 19B). Fur die Untersuchung der IL-27 Expression in

vivo wurden C57BL/6 Mause intranasal mit 1x10® CFUs von JR32 infiziert. Legionella
pneumophila induzierte eine signifikante Expression von IL-27p28 in der BALF von
infizierten Mausen mit einem Konzentrationsmaximum 3 Stunden nach Infektion
(Abbildung 19C). Die Konzentration von IL-27p28 in der BALF blieb Uber einen

Zeitraum von mindestens 24 Stunden erhoht. Im Plasma konnte dagegen innerhalb

der ersten 24 Stunden nach Infektion keine messbare Expression von IL-27 detektiert
werden. Erst 48 Stunden nach Infektion wurde ein signifikanter Anstieg der
Plasmakonzentration von IL-27p28 beobachtet (Abbildung 19D).

Um die murinen in vitro und in vivo Befunde zu bestatigen, wurden in einem
translationalen Ansatz auch die IL-27 Konzentrationen in der BALF von Patienten mit
Legionarskrankheit untersucht. Durch einen Kollaborationspartner ([ GTEN
BB Uz Brussels) konnten Proben von insgesamt 16 Patienten mit einer
Legionellen-Infektion verschiedener bakterieller Spezies zur Verfigung gestellt

werden. Die IL-27 Konzentrationen in der BALF der Patienten waren im Vergleich zu

gesunden Kontrollen signifikant erhéht (Abbildung 20A). Sie korrelierten zudem mit

dem quantitativen Nachweis der ribosomalen Nukleinsdure von Legionella als Marker
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fur das Ausmaf der bakteriellen Belastung (p=0,04, R? = 0,26) (Abbildung 20B).
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Abbildung 19: Legionella pneumophila induziert IL-27 Expression in vitro und in vivo.
(A) BMDMs wurden in vitro mit Legionella pneumophila Stamm JR32 (MOI=1) infiziert.
Die Genexpression beider IL-27 Untereinheiten wurde zu den angegebenen Zeitpunkten
mittels gPCR analysiert. Ein reprasentatives Experiment von insgesamt drei
unabhéngigen Wiederholungen ist dargestellt. (B) BMDMs wurden fur 24h mit
verschiedenen MOIs von Legionella pneumophila Stamm JR32 infiziert. Die IL-27p28
Konzentration in zellfreien Kulturiberstdnden wurde mittels ELISA gemessen. Es ist ein
reprasentatives Experiment von insgesamt drei unabhé&ngigen Wiederholungen
dargestellt. (C+D) C57BL/6 Mause wurden intranasal mit 1x10% CFUs (Colony-forming
units) JR32 infiziert oder erhielten eine aquivalente Menge steriles PBS als
Scheinbehandlung. (C) Die IL-27p28 Konzentration in zellfreier BALF und Plasma wurde
zu den angegebenen Zeitpunkten mittels ELISA bestimmt (n=3 je Zeitpunkt). (D) Die
Plasma-Konzentration von IL-27p28 wurde 48h nach Infektion mittels ELISA bestimmt.
Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (C) oder zweiseitigem t-Test (D). * P<0,05,
** P<0,01, MOI: Multiplicity of infection.
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Abbildung 20: Die IL-27 Konzentration ist in der BALF von Patienten mit
Legionarskrankheit signifikant erhght.

(A) In humanen BALF Proben von Patienten mit Legionarskrankheit (n=16) und gesunden
Kontrollen (n=12) wurde IL-27 mittels ELISA gemessen. (B) Die IL-27 Konzentration
wurde mit dem Cp (Crossing point)-Wert fur die bakterielle ribosomale RNA korreliert
(Blau: Legionella pneumophila Serogruppe 1, Lila: Legionella pneumophila Sero-
gruppe 2, Rot: Legionella bozemanae, Orange: Legionella spp.). Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardfehler dargestellt (A). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
zweiseitigem t-Test (A) oder durch einfache lineare Regression (B). *** P<0,001.
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3.3.2 IL-27 responsive NK Zellen und T-Lymphozyten werden wéahrend der
Legionellen-Pneumonie in die Alveolarraume rekrutiert
Nachdem festgestellt worden war, dass die IL-27 Expression wahrend der Legionellen-
Infektion induziert wird, wurden Immunzellpopulationen mit zentraler Bedeutung fir die
Immunantwort des Wirts untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf
Alveolarmakrophagen, Neutrophile, NK Zellen und T Zellen aus den Alveolarraumen
von infizierten Mausen gelegt. Eine reprasentative Gating-Strategie zur Identifizierung
der genannten Immunzellpopulationen bevor bzw. 1 und 7 Tage nach der Infektion ist
in Abbildung 21 gezeigt. Alveolarmakrophagen wurden als CD11c*SiglecF* Zellen und
Neutrophile als Ly6C*Ly6G* Zellen identifiziert. Die spezifischen Marker CD49b und

CD3 wurden zur Identifizierung von NK Zellen und T Zellen verwendet.

BALF Immunzellen wurden nach Scheinbehandlung und 1, 2 oder 7 Tage nach

Infektion quantifiziert (Abbildung 22). In scheinbehandelten M&usen bestand der

zellulare Anteil der BALF zu Uber 95% aus ortsstandigen Alveolarmakrophagen

(Abbildung 21). Neutrophile, NK Zellen und T Zellen waren dagegen nahezu ganzlich

abwesend (Abbildung 21 und Abbildung 22). Die Infektion mit Legionella pneumophila
induzierte im zeitlichen Verlauf zun&chst eine massive Rekrutierung von Neutrophilen
an Tag1l einhergehend mit einer signifikanten Reduzierung der Anzahl an
Alveolarmakrophagen. Im weiteren Verlauf der Infektion folgte eine starke
Einwanderung von NK Zellen an Tag 2 nach Infektion. T Zellen erreichten ihr
guantitatives Maximum 7 Tage nach Infektion. Die Anzahl an Neutrophilen und
NK Zellen war zu diesem Zeitpunkt beinahe vollstandig zu ihrem homdostatischen
Zustand zurtickgekehrt. Auch die Anzahl an Alveolarmakrophagen néherte sich dem

Ausgangszustand (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Gating-Strategie von BALF Immunzellen nach Legionella pneumophila
Infektion.

C57BL/6 Mause wurden intranasal mit 1x10® CFUs JR32 infiziert oder einer
Scheinbehandlung mit sterilem PBS unterzogen (Tag 0). In die Alveolarrdume rekrutierte
Neutrophile, NK und T Zellen sowie ortsstandige Alveolarmakrophagen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten mittels Durchflusszytometrie identifiziert. Représentative Plots
fur jeden Zeitpunkt sind dargestellt.
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Abbildung 22: Kinetik rekrutierter BALF Immunzellen nach Legionella pneumophila

Infektion.

C57BL/6 Méause wurden intranasal mit 1x108 CFUs JR32 infiziert oder erhielten eine
aquivalente Menge steriles PBS als Scheinbehandlung (Tag 0). BALF Alveolar-
makrophagen, Neutrophile sowie NK und T Zellen wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Daten sind als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfacher
Varianzanalyse. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001.

Neben der quantitativen Erfassung der in die Alveolarraume eingewanderten
Immunzellen wurden Alveolarmakrophagen, Neutrophile sowie NK und T Zellen auch
qualitativ hinsichtlich ihrer Expression der beiden IL-27 Rezeptor-Untereinheiten

untersucht.

Wildtyp und IL-27Ra’- Mause wurden intranasal mit Legionella pneumophila JR32
infiziert. 24 Stunden nach Infektion konnte in der BALF auf den rekrutierten NK und
T Zellen die Expression der Zytokin-spezifischen Rezeptorkette IL-27Ra
nachgewiesen werden (Abbildung 23A). Alveolarmakrophagen und Neutrophile

wiesen dagegen keine Expression auf. Die Expression von IL-27Ra war hierbei in
T Zellen signifikant héher als in NK Zellen (Abbildung 23B).

Auch die Expression der zweiten Rezeptor-Untereinheit gp130 fur eine funktionale
Signaltransduktion wurde untersucht. 48 Stunden nach Infektion exprimierten sowohl
NK Zellen als auch T Zellen gp130 auf ihrer Oberflache (Abbildung 24A). T Zellen
exprimierten dabei signifikant mehr gpl130 als NK Zellen (Abbildung 24B). Die

rekrutierten NK Zellen wurden im Folgenden hinsichtlich ihres Reifegrads untersucht
(Abbildung 24C). Sowohl CD27*, CD27*CD11b* als auch CD11lb* NK Zellen
exprimierten allesamt die gp130 Rezeptoruntereinheit. Die Expression von gp130 war
dabei in reifen CD11b* NK Zellen geringer als in CD27* NK Zellen (Abbildung 24D).
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Abbildung 23: Rekrutierte BALF NK Zellen und T Zellen exprimieren IL-27Ra.

C57BL/6 Mause (n=3) wurden fir 24h intranasal mit 1x10%8 CFUs JR32 infiziert und die
Expression von IL-27Ra auf rekrutierten BALF Immunzellen wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (A) Reprasentative Histogramme der IL-27Ra
Expression auf Alveolarmakrophagen (AMs), Neutrophilen, NK Zellen und T Zellen.
(B) Quantifizierung der IL-27Ra Expression auf NK und T Zellen anhand ihrer gMFI. Die
Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (B). **** P<0,0001.
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Abbildung 24: Rekrutierte BALF NK Zellen und T Zellen exprimieren gp130.

C57BL/6 Méause (n=3) wurden fir 48h intranasal mit 1x10® CFUs JR32 infiziert und die
gpl30 Expression auf rekrutierten BALF NK und T Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (A) Représentative Histogramme der gp130 Expression
auf NK und T Zellen. (B) Quantifizierung der gp130 Expression auf NK und T Zellen
anhand der gMFI. (C+D) Der Reifegrad der rekrutierten NK Zellen wurde anhand der
Expression der Marker CD27 und CD11b uberprift. (C) Reprasentativer Plot der
Expression der Marker CD27 und CD1l1lb auf CD49b*NK1l.1* NK Zellen.
(D) Reprasentative Histogramme der gp130 Expression wahrend verschiedener Stadien
der NK Zellreifung. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (B). **** P<0,0001.
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3.3.3 Legionella pneumophila induziert eine protektive IFNy-vermittelte
Immunantwort

Neben der Induktion von IL-27 durch Legionella pneumophila wurde weiter untersucht,

welche Immunantworten dartber hinaus wahrend einer Legionellen-Infektion in

Makrophagen induziert werden.

Zu diesem Zweck wurden BMDMs in vitro fir 10 Stunden mit Legionella pneumophila
JR32 infiziert. Gesamt-RNA wurde isoliert und sequenziert. Im Vergleich zu
unbehandelten BMDMs war in JR32 infizierten Makrophagen die Expression von 5146
Genen signifikant (p<0,05) hochreguliert (Abbildung 25). In Ubereinstimmung mit den
vorherigen Daten gehorten 11-27p28 (p=1,03x10179, Log2 fold change=7,63) und ebi3
(p=3,38x10%2, Log2 fold change=2,49) zu diesen induzierten Genen. Bei 5683 Genen

war die Expression nach Legionella pneumophila Infektion dagegen signifikant

herunterreguliert.
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Abbildung 25: Volcano Plot von differentiell exprimierten Genen nach Legionella
pneumophila Infektion.

BMDMs wurden fur 10h in vitro mit Legionella pneumophila Stamm JR32 (MOI=1) infiziert
(n=6) oder unbehandelt belassen (n=5). Gesamt-RNA wurde isoliert und eine
Sequenzierung der aufbereiteten Proben wurde mit einer Leseweite von 150 Nukleotiden
nach einem paired-end Verfahren durchgefihrt. Differentiell exprimierte Gene sind
grafisch als Volcano Plot dargestellt. ns: nicht signifikant, FC: fold change.
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Eine gene set enrichment-Analyse (GSEA) zur Identifizierung von induzierten
inflammatorischen Signalwegen wurde durchgefuhrt. Die 25 Signalwege mit der
hdchsten Induktion sind in Abbildung 26 dargestellt. Die starkste Induktion konnte fur
die beiden Signalwege ,(cellular) response to interferon-beta®“ und ,(cellular) response
to interferon-gamma“ beobachtet werden. Weitere induzierte Signalwege waren
zudem Immunantworten auf bakterielle Bestandteile wie LPS, die Rekrutierung von

Neutrophilen, die Interleukin 1-vermittelte Immunantwort sowie die Induktion von JAK-

STAT Signalwegen.

GO pathway enrichment
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Abbildung 26: Identifizierung induzierter zellularer Sighalwege nach Legionella
pneumophila Infektion.

BMDMs wurden fur 10h in vitro mit Legionella pneumophila Stamm JR32 (MOI=1) infiziert
(n=6) oder unbehandelt belassen (n=5). Gesamt-RNA wurde isoliert und eine
Sequenzierung der aufbereiteten Proben wurde mit einer Leseweite von 150 Nukleotiden
nach einem paired-end Verfahren durchgefuhrt. Eine gene set enrichment-Analyse zur
Identifizierung von induzierten zellularen Signalwegen wurde durchgefuhrt. GO: gene
ontology.
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Die IFNy-vermittelte Immunantwort im Rahmen der Legionellen-Infektion wurde
weitergehend untersucht. Legionella pneumophila induzierte die Expression der
Familie der Interferon-induced guanylate-binding Proteine (Gbp) sowie die Interferon
regulatory factors (IRF) 1 und IRF8 (Abbildung 27). Die Induktion einer

proinflammatorischen Gensignatur zur Abwehr von intrazellularen Erregern war in
infizierten BMDMSs erkennbar (Ciita, Nos2, NIrc5, Caspl, 1112b, [112rb1, Statl). Ebenso
war die Expression zahlreicher Chemokine signifikant erhéht (Ccl20, Ccl17, Cx3cll,
Ccl12, Ccl22, Ccl7, Ccl4, Ccl2, Ccl5 Ccl3, Ccl9, Ccl8). Gene, die mit einem anti-
inflammatorischen Phanotyp von Makrophagen assoziiert sind, waren dagegen
signifikant herunterreguliert (Mrcl, Pparg).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Expression und Freisetzung von IL-27
wahrend einer Infektion mit Legionella pneumophila sowohl in der Maus als auch im
Menschen induziert wird. Im murinen Modell erfolgte die IL-27 Freisetzung dabei in
einer zeitlich und raumlich definierten Art und Weise in Alveolarraumen und Plasma.
Wahrend es in den Alveolen zu einer schnellen Induktion von IL-27 kam, konnte IL-27
erst zu spateren Zeitpunkten der Infektion auch im Blutplasma der infizierten Mause
detektiert werden. Auch die Rekrutierung verschiedener Immunzellen erfolgte in einer
zeitlich definierten Abfolge. Auf eine erste Einwanderungswelle von Neutrophilen
folgten NK Zellen und T Zellen im weiteren Verlauf der Infektion. Sowohl NK Zellen als
auch T Zellen exprimierten dabei beide Untereinheiten des IL-27 Rezeptors. Dartber
hinaus wurde durch Transkriptom-Analysen von infizierten BMDMs festgestellt, dass
IFNB- und IFNy-vermittelten Signalwegen eine besondere Bedeutung im Rahmen der

Immunantwort auf eine intrazellulare Infektion mit Legionella pneumophila zukommt.
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Abbildung 27: Legionella pneumophila induziert eine IFNy-vermittelte Immunantwort.
BMDMs wurden fur 10h in vitro mit Legionella pneumophila Stamm JR32 (MOI=1) infiziert
(n=6) oder unbehandelt belassen (n=5). Gesamt-RNA wurde isoliert und eine
Sequenzierung der aufbereiteten Proben wurde mit einer Leseweite von 150 Nukleotiden
nach einem paired-end Verfahren durchgefiihrt. Differentiell exprimierte Gene mit
Beteiligung in der IFNy-vermittelten Immunantwort sind als Heatmap dargestellt.

* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
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3.4 Infektionsstudien mit Legionella pneumophila
Nach der erfolgreichen Etablierung des murinen Modells der Legionellose wurde der
Frage nach der funktionellen Beteiligung von IL-27/IL-27Ra Signalwegen

nachgegangen.

3.4.1 IL-27Ra’- Mause zeigen einen milderen Verlauf nach Infektion mit
Legionella pneumophila

Wildtyp und IL-27Ra” Mause wurden intranasal mit 1x10® CFUs von Legionella

pneumophila Stamm JR32 infiziert. Mause mit einer globalen Defizienz von IL-27Ra

zeigten 2 bis 4 Tage nach Infektion einen signifikant geringeren Gewichtsverlust als

Kontrolltiere (Abbildung 28A). Sowohl Wildtyp als auch IL-27Ra” Mause erlangten

nach tberstandener Infektion innerhalb von 7 Tagen ihr jeweiliges Ausgangsgewicht
zurlck. Da eine maximale Gewichtsabnahme an Tag 2 nach Infektion zu beobachten
war, wurde dieser Zeitpunkt im Folgenden zur weiteren Charakterisierung der
ablaufenden Immunantwort verwendet. In der BALF von Wildtyp und IL-27Ra™
Mausen konnten 48 Stunden nach Infektion keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Anzahl bakterieller Kolonien nachgewiesen werden (Abbildung 28B).

Ebenso war die bakterielle Last in den Lungen von Wildtyp und IL-27Ra”- Mausen
unverandert. Darlber hinaus wurde die Konzentration von IFNy als wichtiges Zytokin
fur die zellulare Immunantwort gegen Legionella pneumophila in BALF und Plasma
untersucht. In der BALF konnten keine signifikanten Unterschiede in den IFNy

Konzentrationen festgestellt werden (Abbildung 28C). Im Blutplasma wiesen Mause

mit einer globalen Defizienz von IL-27Ra dagegen eine signifikant erhdhte
Konzentration von IFNy auf (Abbildung 28D).
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Abbildung 28: IL-27Ra defiziente Mause zeigen einen milderen Verlauf nach Infektion
mit Legionella pneumophila.

WT und IL-27Ra”- Mause wurden intranasal mit 1x10%8 CFUs JR32 infiziert oder einer
Scheinbehandlung mit sterilem PBS unterzogen. (A) Das Kérpergewicht der Mause wurde
Uber einen Zeitraum von einer Woche taglich bestimmt. (B-D) BALF und Plasma wurden
48 Stunden nach Infektion isoliert. (B) Die Anzahl bakterieller Kolonien in der BALF wurde
durch Kultivieren von seriellen Verdinnungen auf BCYE-Agarplatten bestimmt (n=8 je
Genotyp). (C+D) Die IFNy Konzentration in zellfreier BALF (C) und Plasma (D) wurde
mittels ELISA gemessen (WT: n=15, IL-27Ra”-: n=16). Die Daten sind als Mittelwert +
Standardfehler  dargestellt  (A). Box-Plots  prasentieren den Median mit
Interquartilenabstand und Spannweite der Daten (B-D). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (A) oder zweiseitigem t-Test (B-D). * P<0,05,
*** P<(0,001, **** P<0,0001, ns: nicht signifikant.

Als potenzielle zellulare Quelle der erhohten IFNy Freisetzung wurde der
Aktivierungsgrad von NK Zellen und T Zellen 2 Tage nach Infektion mit Legionella
pneumophila untersucht. In die Alveolarrdume rekrutierte NK Zellen wiesen in
IL-27Ra”- Mausen eine signifikant hohere Expression der beiden Aktivierungsmarker
CD69 und CD25 auf (Abbildung 29A). Zudem war der relative Anteil CD69- und CD25-
positiver NK Zellen signifikant erhoht. Ebenso zeigten CD4* T Zellen (Abbildung 29B)
und CD8* T Zellen (Abbildung 29C) aus IL-27Ra”’- Mausen eine signifikant hohere

CD25 Expression als CD4* und CD8* T Zellen aus Kontrolltieren. Zudem war ein klarer

Trend zu einer erhohten CD69 Expression in CD4* und CD8* T Zellen aus IL-27Ra™
M&ausen zu beobachten.
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Abbildung 29: NK- und T-Lymphozyten in der BALF von infizierten IL-27Ra’" Mausen
weisen eine hohere Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf.

WT und IL-27Ra”’- Mause wurden intranasal mit 1x108 CFUs JR32 infiziert (n=8 je
Genotyp). (A-C) Die Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf
CD49b*NCR1* NK Zellen (A), CD3*CD4* T Zellen (B) und CD3*CD8*T Zellen (C) aus der
BALF wurde 48h nach Infektion mittels Durchflusszytometrie untersucht. Reprasentative
Histogramme der CD69 und CD25 Expression auf den jeweiligen Lymphozyten-
Populationen sind dargestellt. Die Expression beider Aktivierungsmarker wurde anhand
ihrer gMFI quantifiziert und der Anteil an CD25* und CD69* Zellen wurde ermittelt. Die
Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (A-C). * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.

Neben der Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 wurde die Anzahl an
NK und T Zellen in den Lungen von infizierten Mausen bestimmt. 48 Stunden nach
Infektion mit Legionella pneumophila JR32 war die Anzahl an NK Zellen sowie an CD4*

und CD8* T Zellen in den Lungen von IL-27Ra’" Mausen signifikant reduziert

(Abbildung 30A-C). Eine weiterfiihrende Charakterisierung der NK Zellen zeigte, dass
die reduzierte Gesamtanzahl der NK Zellen insbesondere auf eine signifikante
Reduktion der reifen CD11b* NK Zellpopulation in IL-27Ra”’- Mausen zurtickzufihren
war (Abbildung 30D). Dagegen war der relative Anteil unreifer CD27* NK Zellen in

IL-27Ra defizienten Mausen signifikant erhéht im Vergleich zu Kontrolltieren.
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Abbildung 30: Unterschiede in der Anzahl an NK und T Zellen in der Lunge von
infizierten IL-27Ra” Mausen.

WT und IL-27Ra”- Mause wurden intranasal mit 1x10% CFUs JR32 infiziert. (A-C) NK
Zellen (A), CD4* T Zellen (B) und CD8* T Zellen (C) in den Lungen infizierter Mause
wurden 48h nach Infektion mittels Durchflusszytometrie quantifiziert (WT: n=15,
IL-27Ra-: n=16). (D) Absolute und relative Zellzahlen von CD27*, CD27*CD11b* (DP)
und CD11b* NK Zellen in den Lungen infizierter Mause wurden 48h nach Infektion mittels
Durchflusszytometrie bestimmt (n=8 je Genotyp). Die Daten sind als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
t-Test (A-D). * P<0,05, ** P<0,01. DP: CD27*CD11b* doppelt-positive Zellen.
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3.4.2 Herstellung von konditionalen Knockouts mit NK Zell-spezifischer oder
CD8-spezifischer Defizienz von IL-27Ra

Fur eine zellspezifische Untersuchung von IL-27 vermittelten Effekten wahrend der

Legionellen-Infektion sollten mittels Cre/loxP-System IL-27Ra Knockout-Stdmme mit

Zelltypspezifitdt generiert werden.

Ein neuer IL-27Ra" Stamm (ll27ra™1-1Bosm) wurde extern von Charles River
Laboratories hergestellt. Die Herstellung erfolgte mittels homologer Rekombination in
C57BL/6N embryonalen Stammzellen. Der verwendete Vektor wurde derart
konstruiert, dass loxP-Stellen flankierend um die Exons 3 und 4 von lI127ra eingeflgt
wurden. Die Neomycin Selektionskassette wurde im Herstellungsprozess deletiert.

Das genaue Vorgehen ist schematisch in Abbildung 31A dargestellt. Das Vorliegen

der beiden loxP-Stellen upstream und downstream der flankierten Exons wurde mittels
Genotypisierungs-PCR mit spezifischen Primerpaaren bestétigt. Die theoretischen
PCR Fragmentgrof3en sowie ein repréasentatives Gel der Genotypisierung sind
dargestellt (Abbildung 31B+C). IL-27Ra" Mause, die zwei verschiedenen

embryonalen Zellklonen entstammten (Klon 80 & Klon 90), wurden separat homozygot
gezuchtet. Beide IL-27Ra"" Mauslinien wurden hinsichtlich ihrer IL-27Ra Expression
charakterisiert, um auszuschlie3en, dass bereits die genomische Insertion der loxP
Sequenzen in einer verminderten Genexpression von 1127ra resultierte. Das Vorliegen
der eingeflihrten loxP-Stellen hatte weder bei Klon 80 noch bei Klon 90 einen Einfluss
auf die Expression von IL-27Ra auf NK und T Zellen aus der Milz der Mause

(Abbildung 31D). Fur alle folgenden Experimente wurden ausschlieBlich IL-27Ra""

Mause von Stammzellklon 80 verwendet.
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Abbildung 31: Herstellung einer neuen IL-27Ra™" Mauslinie (l127rat™t8osm) f{jr
konditionale Knockouts.

Ein neuer IL-27Raf’! Mausstamm wurde mittels homologer Rekombination in C57BL/6N
embryonalen Stammzellen hergestellt (Charles River Laboratories). (A) Schematisches
Vorgehen fir das Einfigen von flankierenden loxP-Stellen um die Exons 3 und 4.
(B) Tabellarische Darstellung der theoretischen PCR FragmentgréRen  zur
Genotypisierung. Mit den verschiedenen Primerpaaren lasst sich das Vorhandensein der
loxP-Stellen upstream (Lf/Lr) und downstream (Ef/Er) von Exon 3 und 4 sowie eine
Deletion der betreffenden Exons (Lf/Er) nachweisen. PCR-Produkte in roter Schrift sind
mit dem verwendeten PCR-Protokoll nicht zu erwarten. (C) Beispielhaftes Gel der
Genotypisierung von mehreren Mausen (BL32-BL40) inklusive Wasserkontrolle,
Heterozygoten-Kontrolle und Wildtyp-Kontrolle. (D) Die Expression von IL-27Ra auf NK
und T Zellen aus der Milz von IL-27Ra™" und WT Mausen wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. IL-27Raf’ Ma&ause aus zwei verschiedenen
embryonalen Zellklonen wurden verwendet. Représentative Histogramme der IL-27Ra
Expression sind dargestellt. FRT: flippase recognition target, loxP: locus of X-over.
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Zur Herstellung eines NK Zell-spezifischen IL-27Ra Knockout-Stammes wurden die
konditionalen IL-27Ra™" Mause mit einem Mausstamm verpaart, der die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Ncrl Promotors exprimierte [247]. Die
Deletionseffizienz von IL-27Ra in NK Zellen aus der Milz (Abbildung 32A) und dem
Knochenmark (Abbildung 32B) von NCR1¢®|L-27Ra™ M&ausen wurde untersucht.
Sowohl in der Milz als auch im Knochenmark war die Deletion von IL-27Ra hoch

effizient in reifen CD11b* NK Zellen. In unreifen CD27* NK Zellen war die Deletion
dagegen teilweise unvollstandig. Zusatzlich zur Deletion in NK Zellen wurde IL-27Ra
auch in einer Subpopulation von CD127*T-Bet" ILC1 aus peripheren Lymphknoten
teilweise deletiert. ILC2, ILC3 sowie B und T Zellen waren hiervon nicht betroffen

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 32: Deletionseffizienz von IL-27Ra in NCR1°"¢|L-27Ra"" Mausen.

Milz (A) und Knochenmark (B) naiver IL-27Ra™f und NCR1¢¢|L-27Ra/fl Mause (n=3 je
Genotyp) wurden isoliert und Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Die Deletion
von IL-27Ra wéahrend verschiedener Stadien der Zellreifung von CD49b*NK1.1*
NK Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Reprasentative Gating-
Strategien zur Unterscheidung von vier NK Zell Reifungsstadien in Milz (A) und
Knochenmark (B) anhand der Expression der Marker CD27 und CD11b. Représentative
Histogramme der Deletion von IL-27Ra in den entsprechenden Reifungsstadien sind

dargestellt.
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Zusatzlich wurde ein weiterer IL-27Ra Knockout-Stamm mit spezifischer Deletion in
zytotoxischen T Zellen generiert. Hierfir wurde ein CD8a-Cre deleter Mausstamm
verwendet [248]. Die Deletionseffizienz und -spezifitat wurden in Lymphozyten aus
Milz (Abbildung 33A) und Knochenmark (Abbildung 33B) von CD8C®|L-27Ra
Mausen untersucht. In CD8* T Zellen aus der Milz erfolgte die Deletion von IL-27Ra

hoch effizient. In CD8* T Zellen aus dem Knochenmark war die Deletionseffizienz nur
geringfugig niedriger. Trotz des CD4*CD8* doppelpositiven Entwicklungsstadiums von
T-Lymphozyten im Thymus war die Deletion von IL-27Ra darlber hinaus sehr
spezifisch. Weder in CD4* T Zellen noch in B Zellen oder NK Zellen war eine Deletion

von IL-27Ra erkennbar.
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Abbildung 33: Deletionseffizienz und Deletionsspezifitat von IL-27Ra in CD8¢|L-27Ra""
Mausen.

Milz (A) und Knochenmark (B) naiver IL-27Raf/fl und CD8Cre|L-27Rafl Mause (n=3 je
Genotyp) wurden isoliert und Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Die Deletion
von IL-27Ra in CD19* B Zellen, CD49b*NK1.1* NK Zellen und CD3* T Zellen wurde
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Représentative Histogramme der IL-27Ra
Expression in den jeweiligen Zellpopulationen sind dargestellt.
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Zur Generierung eines dritten Stamms mit konditionaler Deletion von IL-27Ra wurden
CD8C®IL-27Ra" und NCR1°¢®|L-27Ra Mause verpaart. Die Nachkommen der
Verpaarungen wurden hinsichtlich des Vorliegens beider Cre-Transgene genotypisiert.
In den Lymphozyten aus der Milz von bestatigten CD8®NCR1¢|L-27Ra! Mausen
wurde die Deletion von IL-27Ra Uberprift. Die simultane Expression beider Cre-
Rekombinasen in CD8®NCR1°¢"®|L-27Ra Mausen resultierte in einer gemeinsamen
Deletion von IL-27Ra sowohl in NK Zellen als auch in CD8"* zytotoxischen T Zellen

(Abbildung 34). Dagegen war weder in B Zellen noch in CD4* T Zellen eine Deletion

von IL-27Ra erkennbar.

B Zellen|"1CD4 T Zellen| ™7

]
2
2

— Events

Isotyp, IL-27Ra™ ] a-IL-27Ra, IL-27Raf"
[ ] a-IL-27Ra, CD8SeNCR1¢re|L-27Raff

Abbildung 34: Deletionseffizienz und Deletionsspezifitat von IL-27Ra in
CD8C®NCR1°¢|L-27Ra™ Mausen.

Die Milz von naiven IL-27Raf und CD8C"*NCR1¢r¢|L-27Raf/fl Mausen (n=2 je Genotyp)
wurde isoliert und Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. Die Deletion von IL-27Ra
in CD19* B Zellen, CD49b*NK1l.1* NK Zellen und CD3* T Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Reprasentative Histogramme der IL-27Ra Expression
in den jeweiligen Zellpopulationen sind dargestellt.
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3.4.3 Mause mit NK Zell-spezifischer Deletion von IL-27Ra sind anfalliger
wahrend einer Legionella pneumophila Infektion

Analog zur oben beschriebenen Vorgehensweise wurden Mause mit einer

zellspezifischen Deletion von IL-27Ra in NK Zellen oder CD8* zytotoxischen T Zellen

und Kontrolltiere intranasal mit 1x108 CFUs von Legionella pneumophila Stamm JR32

infiziert.

NCR1¢®|L-27Ra Mause wiesen im Vergleich zu Kontrolltieren einen signifikant
groReren Gewichtsverlust zwischen Tag 3 und Tag 7 der Infektion auf (Abbildung 35A).
Die Anzahl bakterieller Kolonien in der BALF von NCR1°¢®|L-27Ra"" Mausen und

Kontrolltieren war 48 Stunden nach Infektion unverdndert (Abbildung 35B). Die

Konzentration von IFNy in der BALF von Mausen mit NK Zell-spezifischer IL-27Ra

Deletion war dagegen zu diesem Zeitpunkt signifikant reduziert (Abbildung 35C). Im

Plasma zeigte sich ein nicht-signifikanter Trend zu einer geringeren IFNy
Konzentration in NCR1¢"IL-27Ra Mausen (Abbildung 35D).
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Abbildung 35: Mause mit NK Zell-spezifischer Defizienz des IL-27Ra verlieren mehr
Gewicht wahrend einer Infektion mit Legionella pneumophila.

IL-27Raf'® und NCR1Ccre|L-27Ra®f Mause wurden intranasal mit 1x10% CFUs JR32
infiziert oder einer Scheinbehandlung mit sterilem PBS unterzogen. (A) Das
Kérpergewicht der Mause wurde Uber einen Zeitraum von einer Woche taglich bestimmt.
(B-D) BALF und Plasma wurden 48 Stunden nach Infektion isoliert. (B) Die Anzahl
bakterieller Kolonien in der BALF wurde durch Kultivieren von seriellen Verdinnungen
auf BCYE-Agarplatten bestimmt (IL-27Ra/f: n=8, NCR1¢¢IL-27Raf: n=7). (C+D) Die
IFNy Konzentration in zellfreier BALF (C) und Plasma (D) wurde mittels ELISA gemessen
(n=12 je Genotyp). Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt (A). Box-
Plots prasentieren den Median mit Interquartilenabstand und Spannweite der Daten (B-
D). Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (A) oder
zweiseitigem t-Test (B-D). * P<0,05, ** P<0,01, ns: nicht signifikant.
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Mause mit CD8" T Zell-spezifischer Defizienz von IL-27Ra wiesen dagegen keine
Unterschiede im Schweregrad der Infektion mit Legionella pneumophila auf. Beziglich
des Gewichtsverlusts von infizierten CD8¢"IL-27Ra! Mausen und Kontrolltieren war

kein Unterschied erkennbar (Abbildung 36A). Ebenso war die Anzahl bakterieller

Kolonien in der BALF 48 Stunden nach Infektion nicht signifikant verandert (Abbildung
36B). Auch hinsichtlich der IFNy Konzentration in BALF und Plasma von CD8°"|L-
27Ra! Mausen war kein signifikanter Unterschied zu der von Kontrolltieren zu
beobachten (Abbildung 36C+D).
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Abbildung 36: CD8C°IL-27Ra™" Mause zeigen keine Unterschiede im Schweregrad
wahrend einer Infektion mit Legionella pneumophila.

IL-27Raf'! und CD8Cre|L-27Ra/f Mause wurden intranasal mit 1x108 CFUs JR32 infiziert
oder einer Scheinbehandlung mit sterilem PBS unterzogen. (A) Das Koérpergewicht der
Mause wurde Uber einen Zeitraum von einer Woche taglich bestimmt. (B-D) BALF und
Plasma wurden 48 Stunden nach Infektion isoliert (IL-27Raf’f: n=6, CD8CrelL-
27Raf: n=10). (B) Die Anzahl bakterieller Kolonien in der BALF wurde durch Kultivieren
von seriellen Verdunnungen auf BCYE-Agarplatten bestimmt. (C+D) Die IFNy
Konzentration in zellfreier BALF (C) und Plasma (D) wurde mittels ELISA gemessen. Die
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt (A). Box-Plots prasentieren den
Median mit Interquartilenabstand und Spannweite der Daten (B-D). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (A) oder zweiseitigem t-
Test (B-D). ns: nicht signifikant.
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In einem Pilot-Versuch wurde zudem die Auswirkung einer dualen Deletion von
IL-27Ra fur den Verlauf einer Infektion mit Legionella pneumophila untersucht.
CD8CeNCR1°e|L-27Ra™" Mause wiesen im Verlauf der Infektion keine signifikanten
Unterschiede in ihrer Gewichtsabnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe auf
(Abbildung 37). In der Spatphase der Infektion (Tag 5 bis Tag 7) war lediglich ein

geringfligiger Trend zu einem erhohten Korpergewicht in CD8¢®NCR1¢"|L-27Ra"
Mausen zu beobachten.
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Abbildung 37: CD8‘®NCR1°°IL-27Ra"" Mause weisen keine signifikanten
Gewichtsunterschiede wahrend einer Infektion mit Legionella pneumophila auf.

IL-27Ra® und CD8C'eNCR1Ccre|L-27Raf'l Mause (n=6 je Genotyp) wurden intranasal mit
1x10% CFUs JR32 infiziert. Das Korpergewicht der Mause wurde Uber einen Zeitraum von
einer Woche téaglich bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse. ns: nicht
signifikant.
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Aufgrund des erhohten Gewichtsverlusts und der reduzierten BALF [IFNy
Konzentration in NCR1C®|L-27Ra"" Mausen (siehe Abbildung 35) wurde der
Aktivierungsgrad von BALF NK und T Zellen 48 Stunden nach Infektion untersucht.

NK Zellen, bei denen IL-27Ra zellspezifisch deletiert war, exprimierten signifikant
geringere Mengen des frihen Aktivierungsmarkers CD69 im Vergleich zu NK Zellen
aus Kontrolltieren (Abbildung 38A). Ebenso war der Anteil CD69 positiver NK Zellen

signifikant reduziert. Fur die Expression von CD25 konnten keine Unterschiede
beobachtet werden. CD4* T Zellen aus NCR1¢®IL-27Ra Mausen wiesen keine
Unterschiede in der Expression der beiden Aktivierungsmarker CD69 und CD25 im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abbildung 38B). Bei CD8" T Zellen aus

NCR1¢®|L-27Ra Mausen konnte eine erhohte Expression von CD25 detektiert

werden (Abbildung 38C). Die Expression von CD69 war unverandert.

Die absoluten Zellzahlen von NK und T Zellen in den Lungen infizierter
NCR1¢®|L-27Ra™ Mause und Kontrolltiere wurden 48 Stunden nach Infektion
quantifiziert. In Mausen mit NK Zell-spezifischer Deletion von IL-27Ra war die Anzahl
von NK Zellen signifikant reduziert (Abbildung 39A). Die Anzahl von CD4* und CD8*
T Zellen war dagegen im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant veréandert
(Abbildung 39B+C).
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3 Ergebnisse

Abbildung 38: NK Zellen in der BALF von infizierten NCR1¢¢IL-27Ra™" Mausen zeigen
eine reduzierte Expression des Aktivierungsmarkers CDG69.

IL-27Raf’® und NCR1Cre|L-27Ra'f! Mause wurden intranasal mit 1x10® CFUs JR32
infiziert (IL-27Ra™f: n=8, NCR1C¢r¢|L-27Ra: n=7). (A-C) Die Expression der
Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf CD49b*NCR1* NK Zellen (A), CD3*CD4*
T Zellen (B) und CD3*CD8*T Zellen (C) aus der BALF wurde 48h nach Infektion mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Repréasentative Histogramme der CD69 und CD25
Expression auf den jeweiligen Lymphozyten-Populationen sind dargestellt. Die
Expression beider Aktivierungsmarker wurde anhand der gMFI quantifiziert und der Anteil
an CD25* und CD69* Zellen wurde ermittelt. Die Daten sind als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem

t-Test (A-C). * P<0,05.
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Abbildung 39: Reduzierte Anzahl an NK Zellen in der Lunge von infizierten
NCR1°¢®IL-27Ra"" Mausen.

IL-27Raf'® und NCR1Cre|L-27Ra®f Mause wurden intranasal mit 1x10% CFUs JR32
infiziert (IL-27Raf: n=11, NCR21C€e|L-27Raf: n=12). (A-C) NK Zellen (A), CD4*
T Zellen (B) und CD8* T Zellen (C) in den Lungen infizierter Mause wurden 48h nach
Infektion mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Daten sind als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
t-Test (A-C). * P<0,05, ns: nicht signifikant.
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Die induzierte Immunantwort in infizierten Mausen mit globalem IL-27Ra Knockout
oder konditionalem Knockout in NK Zellen wurde weiter untersucht. Mittels Multiplex
Immunoassay wurde die Konzentration von 26 Chemokinen und Zytokinen in der

BALF von 2 Tage infizierten Mausen gemessen.

In IL-27Ra’- Mausen war die Konzentration von IL-12p70 und TNFa im Trend
gegenuber der von Wildtyp-Kontrollen erhdht (Abbildung 40A). Die Konzentration des

Leukemia inhibitory factor (LIF) war dagegen signifikant reduziert. Trends zu einer
erhohten Konzentration in IL-27Ra’- Mausen konnten zudem fir die Chemokine 1P-10,
RANTES, MIP-1a und MIP-1p festgestellt werden. In NCR1¢"¢IL-27Ra" Mausen war
dagegen der Trend zu hoheren IL-12p70, TNFa, RANTES und IP-10 Konzentrationen
im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht zu beobachten (Abbildung 40B). Wie in der BALF

von Mausen mit globaler IL-27Ra Defizienz waren in NCR1¢®|L-27Ra Mausen die
MIP-1a und MIP-13 Konzentrationen tendenziell erhéht. Zudem zeigten IL-18 und
MCP-3 eine im Trend hoéhere Konzentration. Entgegengesetzt zu der Regulation in
IL-27Ra’- Mausen war die Konzentration von LIF in der BALF von Mausen mit

konditionalem IL-27Ra Knockout in NK Zellen ebenfalls im Trend erhodht.

Aufgrund der beobachteten Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausstdmmen
hinsichtlich ihrer BALF Chemokin- und Zytokinkonzentrationen wurden auch die
Zellzahlen von rekrutierten Neutrophilen und ortsstdndigen Alveolarmakrophagen
untersucht. In der BALF von IL-27Ra” Mausen konnten 7 Tage nach Infektion
signifikant hdhere Neutrophilen-Zellzahlen festgestellt werden (Abbildung 41A).
Zwischen Wildtyp, IL-27Ra™" und NCR1°¢¢IL-27Ra Mausen waren dagegen keine

Unterschiede zu beobachten. Dartber hinaus war die Anzahl von
Alveolarmakrophagen in der BALF von IL-27Ra”’- Mausen signifikant reduziert. Auch
in der Lunge von infizierten IL-27Ra”’ Mausen konnten signifikant weniger
Alveolarmakrophagen detektiert werden (Abbildung 41B). NCR1¢¢|L-27Ra"" Mause
zeigten dagegen einen gegenlaufigen Trend zu erhodhten Alveolarmakrophagen-

Zellzahlen im Vergleich zu Wildtyp und IL-27Ra"" Kontrollen.
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3 Ergebnisse

Abbildung 40: Konzentrationen von Chemokinen und Zytokinen in BALF nach Infektion
mit Legionella pneumophila.

WT, IL-27Ra”-, IL-27Ra™f und NCR1Ccre|L-27Rafl Mause wurden intranasal mit 1x10¢
CFUs JR32 infiziert. BALF wurde 48h nach Infektion isoliert und die Konzentrationen von
26 Zytokinen und Chemokinen wurden mittels Multiplex Immunoassay bestimmt. Das
Ergebnis von 9 ausgewdhlten Zytokinen und Chemokinen fur WT und IL-27Ra”"
Mé&use (A, WT: n=8, IL-27Ra”-: n=6) und fur IL-27Ra"f und NCR1¢re|L-27Ra Mause (B,
IL-27Raff; n=4, NCR1¢reIL-27Raffl: n=4) ist dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert
mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
t-Test (A+B). * P<0,05.
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Abbildung 41: Zellzahlen in BALF und Lunge 7 Tage nach Legionella pneumophila
Infektion.

WT (n=13), IL-27Ra"- (n=13), IL-27Ra®" (n=16) und NCR1C¢r¢|L-27Ra! (n=13) Mause
wurden intranasal mit 1x10% CFUs JR32 infiziert. BALF (A) und Lungen (B) der infizierten
Tiere wurden 7 Tage nach Infektion isoliert. Neutrophile und Alveolarmakrophagen
wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Daten sind als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfacher
Varianzanalyse (A+B). * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Legionella pneumophila in Mausen
mit globaler IL-27Ra Defizienz einen milderen Infektionsverlauf verursachte. Der
Gewichtsverlust war in IL-27Ra”- Mausen signifikant reduziert im Vergleich zu
Kontrolltieren. Einhergehend mit erhohten Plasmaspiegeln von IFNy in IL-27Ra’
Mausen war auch die Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf NK und
T Zellen signifikant erhoht. Die Anzahl an NK und T Zellen war 48 Stunden nach
Infektion in der Lunge von IL-27Ra’- Mausen dagegen signifikant reduziert. Dartiber
hinaus war die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine IL-12p70 und TNFa
in der BALF von IL-27Ra”- Mausen als nicht signifikanter Trend geringfligig erhoht. Die
Anzahl von Neutrophilen in BALF und Lunge war in IL-27Ra defizienten Mausen eine
Woche nach Infektion signifikant erhdht. Die Anzahl an Alveolarmakrophagen war

dagegen reduziert.

Konditionale Knockout-Stamme mit spezifischer Deletion von IL-27Ra in NK und/oder
CD8* T Zellen konnten erfolgreich generiert werden. Wahrend CD8C"¢IL-27Ra"
Mause und CD8®NCR1°¢|L-27Raf! Mause keine Unterschiede im Schweregrad der
Infektion zeigten, resultierte die Abwesenheit von IL-27Ra auf NK Zellen in einem
erhéhten Gewichtsverlust. Die IFNy Konzentrationen in der BALF von NCR1°™|L-
27Raf Mausen waren signifikant reduziert und NK Zellen exprimierten signifikant
weniger CD69. Wie in Mausen mit einer globalen Defizienz von IL-27Ra war auch in
NCR1C¢®|L-27Ra Mausen die Anzahl an NK Zellen in der Lunge reduziert. Die Anzahl

an CD4" und CD8* T Zellen war dagegen unverandert.
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3.5 Uberlebensstudien mit Legionella longbeachae

Da Legionella pneumophila in C57BL/6 Mausen nur milde Krankheitsverlaufe
verursacht [157], wurden im Folgenden Infektionsexperimente mit Legionella
longbeachae durchgefuhrt. Im Gegensatz zu Legionella pneumophila sind Legionellen
der Art longbeachae verkapselte Erreger ohne bakterielle Flagellen, welche hierdurch
den schnellen und protektiven pyroptotischen Zelltod der infizierten Makrophagen
unterlaufen. Legionella longbeachae weisen damit eine deutlich erhohte Virulenz
gegenuber C57BL/6 Mausen auf und konnen auch letale Infektionsverlaufe

hervorrufen [238].

Zunachst wurde erneut Uberprift, ob IL-27 Expression auch im Rahmen einer Infektion
mit Legionella longbeachae induziert wird. C57BL/6 Mause wurden dazu intranasal mit
2x108 CFUs von Legionella longbeachae Stamm DZ420 infiziert. BALF und Plasma
wurden 48 Stunden nach Infektion isoliert. Sowohl in der BALF (Abbildung 42A) als

auch im Plasma (Abbildung 42B) konnte eine signifikante Stimulation der IL-27

Freisetzung im Vergleich zu scheinbehandelten Mausen festgestellt werden.
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Abbildung 42: Legionella longbeachae induziert IL-27 Expression in vivo.

C57BL/6 Mause wurden intranasal mit 2x10% CFUs Legionella longbeachae Stamm DZ420
infiziert (n=5) oder erhielten eine dquivalente Menge steriles PBS als Scheinbehandlung
(n=5). BALF (A) und Plasma (B) wurden 48h nach Infektion isoliert und die IL-27p28
Konzentration wurde mittels ELISA gemessen. Die Daten sind als Mittelwert
mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
t-Test (A+B). *** P<0,001, **** P<0,0001.
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3.5.1 IL-27Ra’ Mause haben ein besseres Uberleben nach einer Infektion mit
Legionella longbeachae

Um die biologische Relevanz von IL-27/IL-27Ra Signalwegen fur den Verlauf einer

Legionellen-Infektion zweifelsfrei nachzuweisen, wurde das Uberleben von WT und

IL-27Ra’- Mausen als aussagekraftiger Endpunkt betrachtet.

WT und IL-27Ra”’ Mause wurden intranasal mit 2x10® CFUs von Legionella
longbeachae Stamm DZ420 infiziert. In der Abwesenheit von IL-27Ra war das
Uberleben der infizierten Mause im Beobachtungszeitraum von 14 Tagen signifikant
hoher (9/10 bei IL-27Ra” gegentiber 4/10 bei WT, Abbildung 43A). Ebenso wurde
taglich der Allgemeinzustand, die Augen, das Spontanverhalten, die Atmung, die

Haltung sowie das Reaktionsverhalten der Mause auf externe Stimuli untersucht und
ein kumulativer Krankheits-Score erstellt. IL-27Ra”’- Mause wiesen einen signifikant

geringeren Krankheits-Score im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abbildung 43B).
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Abbildung 43: IL-27Ra defiziente Mause haben ein besseres Uberleben wahrend einer
Infektion mit Legionella longbeachae.

(A+B) WT und IL-27Ra”- Mause wurden intranasal mit 2x108 CFUs DZ420 infiziert (n=10
je Genotyp). Das Uberleben (A) und der Krankheits-Score (B) der infizierten Mause
wurden uber 14 Tage ermittelt. Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve wurde mittels Log-
rank Test analysiert (A). Die statistische Auswertung des Krankheits-Scores erfolgte
mittels zweifacher Varianzanalyse (B). * P<0,05.
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Zur tiefergehenden Charakterisierung des Infektionsgeschehens wurden der
induzierte Lungenschaden, die Anzahl bakterieller Kolonien sowie die IFNy
Konzentration in BALF und Plasma von WT und IL-27Ra”- Mausen 48 Stunden und

96 Stunden nach Infektion untersucht.

Die Gesamt-Proteinkonzentration in der BALF wurde als Indikator fir den im Rahmen
der Infektion induzierten Lungenschaden verwendet. IL-27Ra”- Mause wiesen sowohl
48 Stunden als auch 96 Stunden nach Infektion eine signifikant geringere
Proteinmenge in der BALF auf als Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 44A). Die Anzahl
bakterieller Kolonien in der BALF war 48 Stunden nach Infektion in IL-27Ra”- Mausen

signifikant erhéht (Abbildung 44B). 96 Stunden nach Infektion waren dagegen keine

signifikanten Unterschiede feststellbar. Wahrend die IFNy Konzentration zum friihen
Zeitpunkt der Infektion in der BALF von IL-27Ra”’- Mausen im Trend leicht reduziert
war, wies das Plasma der Tiere eine hohere IFNy Konzentration auf (Abbildung
44C+D). Nach 96 Stunden waren die IFNy Konzentrationen in BALF und Plasma von
IL-27Ra” Mausen weitestgehend auf einen homdostatischen Ausgangszustand
zurlckgekehrt. In BALF und Plasma von WT Mausen waren dagegen auch zum

spaten Zeitpunkt signifikant héhere IFNy Mengen detektierbar (Abbildung 44C+D).

[100]



3 Ergebnisse

A 48h 96h B 48h 96h
E-4— Ax G« X007 wwws | ns
= ﬁ : 1x109 |
= % § 1x10¢ ®
c 53 U ;

S 2 1o O e
5 : Y 1x100 {89
o ; I | &
w1 § @ 4x102 ;
= | |
O 077 110N
AN AN NoOA N
PRI PR e e
& T8 &
v v v :
W N\ A\ A\
c A1 04— 48h  96h D 600
= 0,16 | . i3
E : £
S 3x104-| i g
2 ; Z 400
= : @ 200
bo1x10i4 e =
@ L i
0- ? Qo
&YX & &
Do W oo N\
A o
W \4 W

Abbildung 44: IL-27Ra defiziente Mause haben einen reduzierten Lungenschaden
wahrend einer Infektion mit Legionella longbeachae.

WT und IL-27Ra”- Mause wurden intranasal mit 2x106 CFUs DZ420 infiziert (WT: n=5,
IL-27Ra-: n=6). BALF und Plasma wurden 48h bzw. 96h nach Infektion isoliert.
(A+B) Die Gesamtprotein-Konzentration in der BALF wurde mittels Bradford-Test
gemessen (A) und die Anzahl bakterieller Kolonien in der BALF wurde durch Kultivieren
von seriellen Verdunnungen auf BCYE-Agarplatten bestimmt (B). (C+D) Die IFNy
Konzentration wurde in der BALF (C) und im Plasma (D) mittels ELISA bestimmt. Die
Daten sind als Box-Plot mit Median, Interquartilenabstand und Spannweite dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (A-D). * P<0,05,
** P<0,01, **** P<0,0001, ns: nicht signifikant.
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3.5.2 NCR1°¢eIL-27Raf Mause zeigen einen schwereren Krankheitsverlauf in
der Frihphase einer Infektion mit Legionella longbeachae
Auch das Uberleben von Mausen mit konditionalem IL-27Ra Knockout in NK Zellen

oder zytotoxischen T Zellen wurde untersucht.

NCR1Ce|L-27Ra" und CD8Ce|L-27Ra Mause sowie IL-27Ra! Kontrollmause
wurden intranasal mit 2x108 CFUs von Legionella longbeachae Stamm DZ420 infiziert.
Mause mit NK Zell-spezifischer Deletion von IL-27Ra wiesen keine signifikanten
Unterschiede im Uberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (5/15 bei NCR1°|L-
27Ra" gegentiber 7/15 bei IL-27Ra™, Abbildung 45A). Mause mit CD8* T Zell-
spezifischer Deletion von IL-27Ra zeigten dagegen ein im Trend besseres Uberleben
als NCR1C¢e|L-27Ra" Mause (10/15 bei CD8CeIL-27Ra). Zudem wurde der

Krankheits-Score und der Gewichtsverlust infizierter Mause ermittelt. In der Frihphase

der Infektion (bis Tag 4) wiesen NCR1°IL-27Ra Mause einen signifikant htheren

Krankheits-Score (Abbildung 45B) und einen signifikant grof3eren Gewichtsverlust

(Abbildung 45C) im Vergleich zu beiden anderen Gruppen auf. Zwischen CD8C"¢|L-

27Ra Mausen und der Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Unterschiede

beobachtet werden.
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Abbildung 45: Mause mit NK Zell-spezifischer IL-27Ra Defizienz zeigen einen
schlechteren Krankheitsverlauf in der Fruhphase einer Infektion mit Legionella
longbeachae.

(A-C) IL-27Raffl, NCR1Cre|L-27Rafl und CD8CrelL-27Raffl Mause wurden intranasal mit
2x10% CFUs DZ420 infiziert (n=15 je Genotyp). Das Uberleben (A), der Krankheits-
Score (B) und der Gewichtsverlust (C) der infizierten Mause wurden Uber 14 Tage
ermittelt. Krankheits-Score und Kdérpergewicht sind bis Tag 4 nach Infektion dargestellt.
Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve wurde mittels Log-rank Test analysiert (A). Die
statistische Auswertung des Krankheits-Scores und des Gewichtsverlusts erfolgte mittels
zweifacher Varianzanalyse (B+C). * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001,
ns: nicht signifikant.
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Aufgrund der beobachteten Unterschiede zwischen NCR1¢®|L-27Ra" und IL-27Ra
Mausen in der Frihphase der Infektion wurde die Rolle der NK Zell-spezifischen IL-27

vermittelten Signalwege weiter untersucht.

Der Lungenschaden, die Anzahl bakterieller Kolonien sowie die IFNy Konzentration in
BALF und Plasma von infizierten Mausen wurde 48 Stunden nach Infektion bestimmt.
Die Gesamt-Proteinkonzentration in der BALF von NCR1¢®|L-27Ra"! und IL-27Ra"
Mausen zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 46A). Ebenso war die
Anzahl der bakteriellen Kolonien in der BALF unverdndert (Abbildung 46B).

Hinsichtlich der freigesetzten IFNy Konzentration konnte eine signifikant geringere
Menge in der BALF von Mausen mit NK Zell-spezifischer Deletion von IL-27Ra
nachgewiesen werden (Abbildung 46C). Auch im Plasma war ein klarer Trend zu
reduzierten IFNy Spiegeln in NCR1°¢"¢|L-27Raf Mausen erkennbar (Abbildung 46D).
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Abbildung 46: NCR1°€|L-27Ra" Mause weisen keinen erhdhten Lungenschaden
wahrend einer Infektion mit Legionella longbeachae auf.

IL-27Raf'® und NCR1Cre|L-27Raf! M&ause wurden intranasal mit 2x10%® CFUs DZ420
infiziert (n=5 je Genotyp). BALF und Plasma wurden 48h nach Infektion isoliert.
(A+B) Die Gesamtprotein-Konzentration in der BALF wurde mittels Bradford-Test
gemessen (A) und die Anzahl bakterieller Kolonien in der BALF wurde durch Kultivieren
von seriellen Verdinnungen auf BCYE-Agarplatten bestimmt (B). Die IFNy Konzentration
in der BALF (C) und im Plasma (D) wurde 48h nach Infektion mittels ELISA bestimmt. Die
Daten sind als Box-Plot mit Median, Interquartilenabstand und Spannweite dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (A-D). * P<0,05, ns: nicht
signifikant.
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Insgesamt bestatigten die Infektionsexperimente mit Legionella longbeachae die
vorangegangenen Befunde bei mild-symptomatischen Infektionen. IL-27Ra”’- Mause
zeigten ein deutlich besseres Uberleben als Wildtyp-Kontrollen und wiesen im Verlauf
der Infektion einen signifikant besseren allgemeinen Gesundheitszustand mit einem
reduzierten Lungenschaden auf. Ebenso konnten 48 Stunden nach Infektion erh6hte
Plasmaspiegel von IFNy in IL-27Ra”- Mausen detektiert werden. Mause mit NK Zell-
spezifischer Deletion von IL-27Ra prasentierten einen entgegengesetzten Phanotyp.
Sie wiesen in den ersten Tagen der Infektion einen signifikant erhéhten
Gewichtsverlust und Krankheits-Score sowie signifikant reduzierte BALF IFNy
Konzentrationen auf. CD8C®IL-27Ra" Mause zeigten ein geringfiigig verbessertes
Uberleben und &ahnelten damit dem Phanotyp von M&ausen mit globaler IL-27Ra

Defizienz.
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3.6 GNB2reguliert die Expression von IL-27p28 in Makrophagen

GNB2 ist eine B-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen und als solche an der
transmembranen Signaltransduktion beteiligt [226]. Dartber hinaus wird GNB2 in frei
verfugbaren Interaktionsdatenbanken als Bindungspartner von IL-27Ra beschrieben
[237]. Eine mOogliche regulatorische Funktion von GNB2 in IL-27 induzierten

Signalwegen wurde daher in T Zellen untersucht.

Splenozyten aus Wildtyp und GNB27 Mausen wurden in vitro fir 45 Minuten mit
rekombinantem murinen IL-27 stimuliert. In GNB2 defizienten CD4* und CD8* T Zellen
induzierte IL-27 eine Phosphorylierung von STAT1y701 und STAT3y7o0s, die der von
CD4* und CD8* T Zellen aus Wildtyp-Kontrollen vergleichbar war (Abbildung 47A). Als
weiterer Endpunkt wurde die IL-10 Konzentration in Zellkulturiberstanden von Wildtyp
und GNB2”- Splenozyten 48 Stunden nach a-CD3/a-CD28 Stimulation von T Zellen in
An- und Abwesenheit von IL-27 betrachtet. Die IL-27 vermittelte Induktion von IL-10

betrug in etwa den Faktor 2,1 und war unveréandert zwischen aktivierten Wildtyp und
GNB2 defizienten T Zellen (Abbildung 47B).
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Abbildung 47: Die IL-27 vermittelte STAT-Phosphorylierung und IL-10 Induktion ist
unveréandert in GNB2 defizienten T Zellen.

Die Milz naiver WT und GNB2/- Mause (n=3 je Genotyp) wurde isoliert und
Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt. (A) Isolierte Splenozyten wurden fur
45 Minuten in vitro mit rekombinantem IL-27 [10ng/ml] stimuliert und verschiedene STAT -
Phosphorylierungsstellen wurden mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Reprasentative Histogramme fir CD4* und CD8* T Zellen (TCRf"*) sind dargestellt. (B)
Splenozyten wurden fir 48h mit plattengebundenem a-CD3 [2ug/ml] und geléstem a-
CD28 [2pg/ml] in An- und Abwesenheit von 20ng/ml IL-27 stimuliert und die IL-10
Konzentration in zellfreiem Kulturiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Die IL-27
vermittelte Induktion ist als Quotient der IL-10 Konzentrationen in An- und Abwesenheit
von IL-27 dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (B). ns: nicht signifikant.
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Offentlich einsehbare Datensitze (z.B. Human Protein Atlas) zur Expression von
GNB2 in murinen Lungen und in humanen PBMCs belegen eine hohe Expression von
GNB2 in myeloiden Zellen (Neutrophile, Alveolarmakrophagen, Dendritische Zellen,
Monozyten) im Besonderen. Aufgrund dieser Befunde wurde die Rolle von GNB2 in

Makrophagen im Rahmen der Legionella pneumophila induzierten IL-27 Freisetzung
untersucht.

Wildtyp und GNB2 defiziente BMDMs wurden in vitro mit Legionella pneumophila
Stamm JR32 infiziert oder mit bakteriellem LPS stimuliert. In Abwesenheit von GNB2
war die Expression von 1I-27p28 6 Stunden und 12 Stunden nach Stimulation
signifikant erhoéht (Abbildung 48A). Auch auf Proteinebene konnte eine signifikant
erhohte IL-27p28 Freisetzung in GNB2 defizienten BMDMs nach Infektion mit
Legionella pneumophila mit MOI=5 oder MOI=10 beobachtet werden (Abbildung 48B).
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Abbildung 48: GNB2 reguliert die Expression von IL-27p28 in BMDMs nach LPS-
Stimulation und Infektion mit Legionella pneumophila.

(A) WT und GNB2”- BMDMs wurden in vitro mit LPS [100ng/ml] stimuliert oder mit
Legionella pneumophila JR32 (MOI=1) infiziert. Die Genexpression von II-27p28 wurde
zu den angegebenen Zeitpunkten mittels gPCR analysiert. (B) WT und GNB2-- BMDMs
wurden fur 24h mit verschiedenen MOIs von Legionella pneumophila Stamm JR32
infiziert. Die IL-27p28 Konzentration in zellfreien Kulturiberstdnden wurde mittels ELISA
gemessen. Ein reprasentatives Experiment von insgesamt je drei unabhéngigen
Wiederholungen ist dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse
(A+B). * P<0,05, ** P<0,01, **** P<0,0001, MOI: Multiplicity of infection.
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Neben der Expression von IL-27p28 wurde auch das Uberleben von GNB2 defizienten
BMDMs nach Legionella pneumophila Infektion betrachtet. Daftr wurden Wildyp und
GNB2”- BMDM s in vitro fur 24 Stunden mit verschiedenen MOls von JR32 infiziert und
der Anteil lebender Zellen wurde mithilfe des Vitatlitatsfarbstoff eFluor™ bestimmt.
Nach einer Infektion mit einer MOI=1 betrug das Uberleben von Wildtyp und GNB2
defizienten BMDMs gleichermalen dber 90% (Abbildung 49A). Ho6here

Infektionsdosen (MOI=5, MOI=10) resultierten dagegen in einer massiven Induktion

von Zelltod. In der Abwesenheit von GNB2 war das Zelliberleben unter diesen

Bedingungen signifikant erhdht (Abbildung 49B).
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Abbildung 49: GNB2’ BMDMs haben ein erhéhtes Uberleben nach Legionella
pneumophila Infektion.

WT und GNB2-- BMDMs wurden in vitro fir 24h mit verschiedenen MOIs von Legionella
pneumophila Stamm JR32 infiziert. Das Zelluberleben wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (A) Ein reprasentativer Plot je Infektionsbedingung von
insgesamt zwei unabhéangigen Experimenten mit je zwei biologischen Replikaten ist
dargestellt. (B) Der Anteil an lebenden BMDMs wurde als Anteil eFluor™ 780 negativer
Zellen quantifiziert. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (B). * P<0,05.
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Die Rolle von GNB2 wurde weiter im etablierten Infektionsmodell mit Legionella
pneumophila untersucht. GNB27, heterozygote GNB2*- Mause sowie Wildtyp-
Kontrollen (GNB2**) wurden intranasal mit 1x10® CFUs JR32 infiziert. GNB27- Mause
zeigten an Tag 2 nach Infektion einen signifikant erhéhten Verlust von Kérpergewicht

im Vergleich zu heterozygoten Mausen oder Wildtyp-Kontrollen (Abbildung 50A). In

heterozygoten Mausen war der Gewichtsverlust ebenfalls signifikant gré3er als bei der
Kontrollgruppe. Dartiber hinaus wies die BALF von GNB27- Mausen 48 Stunden nach

Infektion eine signifikant erhéhte Anzahl bakterieller Kolonien auf (Abbildung 50B).

Bereits in heterozygoten Mausen war die bakterielle Last in der BALF im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht. In der BALF von GNB2” Mausen war zudem ein

deutlicher Trend zu einer erhdhten IL-27p28 Konzentration erkennbar (Abbildung
500).
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Abbildung 50: GNB2 defiziente Mause haben einen schwereren Krankheitsverlauf nach
Infektion mit Legionella pneumophila.

WT (n=6), GNB2*/- (n=7) und GNB2-- (n=4) Mause wurden intranasal mit 1x10® CFUs
JR32 infiziert. (A) Das Korpergewicht der Mause wurde Uber einen Zeitraum von 2 Tagen
taglich bestimmt. (B+C) BALF wurde 48 Stunden nach Infektion isoliert. (B) Die Anzahl
bakterieller Kolonien in der BALF wurde durch Kultivieren von seriellen Verdinnungen
auf CYE-Agarplatten bestimmt. (C) Die IL-27p28 Konzentration in zellfreier BALF wurde
mittels ELISA gemessen. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (A) oder
einfacher Varianzanalyse (B+C). * P<0,05, **** P<0,0001.
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3 Ergebnisse

Neben IL-27p28 wurde die Konzentration von 26 weiteren Chemokinen und Zytokinen
in der BALF von infizierten Wildtyp und GNB2’- Mausen 48 Stunden nach Infektion
mittels Multiplex Immunoassay gemessen. In GNB2”7- Mausen war die Konzentration
der proinflammatorischen Zytokine IFNy, IL-1p, IL-12p70, IL-17A, I1L-18, IL-22, IL-6 und
TNFa signifikant erhoht (Abbildung 51). Ebenso wiesen zahlreiche Chemokine
(CXCL1, CXCL5, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, RANTES) signifikant erhohte

Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 51: Zytokin- und Chemokin-Konzentrationen in der BALF von WT und GNB2™"
Méausen nach Legionella pneumophila Infektion

WT (n=6) und GNB2-- (n=4) Méause wurden intranasal mit 1x10% CFUs JR32 infiziert.
BALF wurde 48h nach Infektion isoliert und die Konzentrationen von 26 Zytokinen und
Chemokinen wurden mittels Multiplex Immunoassay bestimmt. Das Ergebnis von 14
ausgewadhlten Zytokinen und Chemokinen ist dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert
mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
t-Test. ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001.
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3 Ergebnisse

Auf zellularer Ebene wurde zusatzlich der Aktivierungsgrad von rekrutierten NK Zellen
und T Zellen 48 Stunden nach Infektion untersucht. In der BALF von GNB2 defizienten
Mausen war die Expression des frihen Aktivierungsmarkers CD69 dabei sowohl auf
NK Zellen als auch auf CD4* und CD8* T Zellen signifikant erhdht (Abbildung 52A-C).
Ebenso war der Anteil CD69 positiver NK und T Zellen in GNB2”- Mausen signifikant

erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 52: NK Zellen und T Zellen in der BALF von infizierten GNB2” Mausen weisen
eine signifikant erhéhte Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf.

WT (n=6) und GNB2- (n=4) Mause wurden intranasal mit 1x10® CFUs JR32 infiziert. Die
Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD49b*NCR1* NK Zellen (A), CD3*CD4*
T Zellen (B) und CD3*CD8*T Zellen (C) aus der BALF wurde 48h nach Infektion mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Reprasentative Histogramme der CD69 Expression auf
den jeweiligen Lymphozyten-Populationen sind dargestellt. Die Expression von CD69
wurde anhand des gMFI quantifiziert und der Anteil an CD69* Zellen wurde ermittelt. Die
Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (A-C). * P<0,05, **** P<0,0001.
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4 Diskussion

4 Diskussion

IL-27 ist ein heterodimeres Zytokin der IL-12 Familie mit sowohl proinflammatorischen
als auch anti-inflammatorischen Funktionen [7, 32]. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die funktionelle Beteiligung von zellspezifischen IL-27/IL-27Ra
Signalwegen bei Infektionen mit Legionella pneumophila und Legionella longbeachae
im Mausmodell untersucht. Ebenso konnte erstmals in humanen Proben von Patienten
mit Legionarskrankheit ein Anstieg von IL-27 gezeigt werden. Daruber hinaus wurde
die Rolle der G Protein B-Untereinheit GNB2 an der Regulation von IL-27 induzierten

Signalwegen und wahrend der Legionellen-Infektion betrachtet.

4.1 Zellspezifische Untersuchungen der Expression von IL-27Ra

und IL-27 induzierter Sighalwege

Die Expression der Zytokin-spezifischen Rezeptorkette IL-27Ra wurde bereits in
verschiedenen Immunzellpopulationen und nicht-hdmatopoetischen Gewebezellen
beschrieben [2, 45-47, 249]. Die Aussagekraft dieser Studien ist dabei in vielen Fallen
dahingehend begrenzt, dass entweder lediglich 1I-27ra Gen-Expression oder aber die
Expression auf Proteinebene mittels Western Blot in heterogenen Zelllysaten
betrachtet wurde. Als Ausgangspunkt flr eine Charakterisierung zellspezifischer
Funktionen wurde daher zunéchst die Expression von IL-27Ra in C57BL/6 Mausen
mittels Durchflusszytometrie und unter Verwendung eines spezifischen PE-markierten
Antikorpers systematisch auf Einzelzellebene untersucht. Sémtliche untersuchten
Lymphozyten-Populationen in  primaren  (Knochenmark) und sekundaren
lymphatischen Organen (Milz, periphere Lymphknoten) exprimierten IL-27Ra auf ihrer
Oberflache. Die Expression war dabei in yd T Zellen und CD8* T Zellen am hochsten,
gefolgt von CD4* T Zellen und NK Zellen. Auch ILCs wiesen eine hohe Expression von
IL-27Ra auf. Auf B Zellen war IL-27Ra dagegen nur vergleichsweise schwach
exprimiert. Die Beobachtungen einer hohen IL-27Ra Expression auf Lymphozyten sind
wenig Uberraschend und stimmen mit den friihen Publikationen, dass IL-27 ein Zytokin
mit wichtigen Funktionen bei ablaufenden T Zell-Antworten darstellt, Gberein [44, 60].
Sie stltzen damit die These, dass in Mausen Immunzellen der lymphozytaren Linie die
primaren zellularen Responder fur IL-27 vermittelte Immunantworten sind,
wohingegen myeloide Zellen (insbesondere APCs wie Makrophagen und Dendritische
Zellen) die priméaren zellularen Quellen von IL-27 Expression darstellen [4, 27].
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Aufgrund der komplexen immunmodulatorischen Natur von IL-27, welches Kontext-
abhangig entweder Immunantworten stimulieren oder auch inhibieren kann, wurde die
Fragestellung nach zellspezifisch induzierten Signalwegen als zellularem
Mechanismus der Kontext-abhangigen Funktionen von IL-27 untersucht. Die
Stimulation von Lymphozyten aus der Milz oder dem Knochenmark mit rekombinantem
murinen IL-27 resultierte sowohl in CD4* und CD8* T Zellen als auch in CD27* NK
Zellen und B Zellen in der Phosphorylierung und Aktivierung von STAT1 und STAT3
Signalmolekdlen. Interessanterweise zeigten sich reife CD11b* NK Zellen, welche in
der Milz einen Anteil von Uber 60% der gesamten NK Zellen ausmachten, nicht IL-27
responsiv. Als naheliegende Erklarung konnte eine Herunterregulation der
signaltransduzierenden gpl30 Rezeptoruntereinheit in reifen CD11b* NK Zellen
identifiziert werden. In CD8* Gedachtniszellen wurde bereits ein &hnlicher
Mechanismus zur Regulation von IL-27 Responsivitat beschrieben [250]. In viralen
Infektionsstudien sekretierten CD8* T Zellen IL-10 im Rahmen des Erstkontakts mit
dem Virus. In Ubereinstimmung mit der Herunterregulation von gp130 produzierten
CD8* Gedachtniszellen kein IL-10 bei einer spateren Re-Infektion. Die retrovirale
Expression von gp130 stellte die IL-27 Responsivitat und die CD8* T Zell vermittelte
IL-10 Expression dagegen wieder her [250]. Neben der Abwesenheit von gp130 auf
reifen CD11b* NK Zellen wurde dartber hinaus auch eine signifikant geringere
Expression von IL-27Ra gegentber CD27* NK Zellen festgestellt. Wenngleich in der
Milz von naiven IL-27Ra’- Mausen und Wildtyp Kontrollen keine signifikanten
Unterschiede im relativen Anteil unreifer CD27* und reifer CD11b* NK Zellen berichtet
wurden [251], legt der Verlust der IL-27 Responsivitat in naiven CD11b* NK Zellen die
Vermutung nahe, dass IL-27 mdglicherweise bei der Reifung von NK Zellen funktionell
beteiligt sein konnte. Neben STAT Signalwegen wurde auch eine Induktion
verschiedener MAP-Kinasen (ERK1/2, MEK1, p38) und AKT durch IL-27 in murinen
Lymphozyten untersucht. In keiner der untersuchten Zellpopulationen konnte eine
Phosphorylierung der betrachteten Signalmolekile beobachtet werden. Im Gegensatz
zu humanen Epithelzellen, in denen die Induktion von ERK1/2, p38 oder AKT
Signalwegen durch IL-27 bereits beschrieben wurde [47, 51], beschrankte sich die
Responsivitat von murinen Lymphozyten bei den durchgefiuhrten Arbeiten demnach
auf STAT1 und STAT3 Signalwege. Wenngleich nicht ausgeschlossen werden kann,
dass diese oder andere Signalwege unter bestimmten inflammatorischen

Bedingungen nicht doch durch IL-27 induziert werden kdnnten, stellt sich die Frage,
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wie durch die Aktivierung der immer gleichen STAT1 und STAT3 Signalwege derart
unterschiedliche Immunantworten hervorgerufen werden kénnen. Verkompliziert wird
die Frage zusatzlich dadurch, dass auch andere Zytokine wie IL-10, der Prototyp eines
anti-inflammatorischen Zytokins oder IL-6, ein proinflammatorisches Zytokin, ebenfalls
uber STAT3 Signalwege ihre biologischen Funktionen vermitteln [252-254]. Ebenso
induzieren sowohl das proinflammatorische IL-12 als auch das immunregulatorische
IL-35 STAT4 Signalwege [4]. Als entscheidender Unterschied fir die funktionelle
Diversitat der beiden Zytokine konnte das Auftreten von STAT1/STAT4 Heterodimeren
nach IL-35 Stimulation nicht aber nach IL-12 Stimulation in T Zellen nachgewiesen
werden [16]. In T Zellen induzierte IL-27 in der vorliegenden Arbeit STAT1 und STAT3
in vergleichbarem Ausmald und auf Einzelzellebene Kkorrelierte eine starke
Phosphorylierung von STAT1 mit einer starken Phosphorylierung von STAT3 und
umgekehrt. Ein Auftreten von STAT1/STAT3 Heterodimeren scheint in diesem
Zusammenhang daher ebenfalls wahrscheinlich und wurde bereits an anderer Stelle
nachgewiesen [255, 256]. Dartber hinaus belegen Transkriptionsstudien mit IL-27 und
IL-6 stimulierten T Zellen, dass Dauer, Intensitdit und Komposition der STAT
Signalwege zwischen beiden Zytokinen verschieden sind. STAT3 Homodimere und
STAT1/STAT3 Heterodimere sind fiir die funktionelle Uberschneidung des
transkriptionellen Outputs von IL-27 und IL-6 verantwortlich, wohingegen STAT1
Homodimere eine IL-27 spezifische Gensignatur vermitteln [257, 258]. Eine kurzlich
erschienene Studie mit humanen T Zellen bestatigt, dass eine langer andauernde
Phosphorylierung von STAT1 durch IL-27 im Vergleich zu IL-6 bei vergleichbaren
STAT3-Phosphorylierungsleveln fur die unterschiedlichen biologischen Funktionen
beider Zytokine verantwortlich ist [259]. Mithilfe von mathematischen Modellierungen
zeigen die Autoren, dass STAT3 mit gp130 und STAT1 mit IL-27Ra assoziiert und
dass eine Mutation von Y613 bei IL-27Ra in einer 80%igen Reduktion von STAT1
Phosphorylierung nicht aber von STAT3 resultiert. Eine starke IL-27Ra/STAT1
Interaktion ist in diesem Zusammenhang fur die Induktion eines exklusiv durch IL-27
induzierten genetischen Programms, charakterisiert durch IRF1 Expression und eine
anhaltende STAT1 Phosphorylierung, verantwortlich [259]. Das heutige Verstandnis
Uber die Dynamik der verschiedenen STAT Signalwege wachst damit immer weiter
uber das lange Zeit geltende Dogma ,Ein Zytokin, eine Funktion“ heraus [7]. Die
Expressionslevel von Rezeptoruntereinheiten und STAT-Molekulen, die Affinitdt von

Zytokinen und STATSs zu den entsprechenden Rezeptorketten sowie die Bildung von
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Homo- oder Heterodimeren tragen maf3geblich dazu bei, wie ein &ulReres Signal durch
Immunzellen interpretiert wird und liefern den Ansatz einer Erklarung fir die
funktionelle Vielfalt von IL-27 [257, 259].

Neben der Expression von IL-27Ra auf Lymphozyten wurde auch die Expression des
Rezeptors auf myeloiden Zellen betrachtet. Weder Neutrophile, Monozyten,
Makrophagen noch Eosinophile aus Milz und Knochenmark exprimierten IL-27Ra.
Ebenso konnte keine Expression von IL-27Ra auf LPS- oder IL-4 stimulierten BMDMs
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit der Abwesenheit von IL-27Ra zeigten
BMDMs keine IL-27 Responsivitat. IL-27 induzierte weder STAT Phosphorylierung
noch inhibierte es die LPS und LPS/IFNy induzierte Sekretion von IL-12p40. Auch auf
rekrutierten Neutrophilen aus der Bauchhodhle von C57BL/6 Mausen war IL-27Ra
abwesend. PEMs exprimierten IL-27Ra dagegen geringflgig. Im Gegensatz zu einer
publizierten Studie mit PEMSs, in der IL-27 die Freisetzung von IL-12p40 nach LPS und
LPS/IFNy Stimulation inhibierte, konnten entsprechende Effekte im Rahmen der
durchgeflihrten Experimente nicht bestatigt werden [45]. Mdglicherweise sind die
beschriebenen inhibitorischen Funktionen von IL-27 hier auf eine Kontamination mit
verbliebenen T Zellen und eine Induktion von inhibitorischen Rezeptoren als
indirektem Mechanismus zurlUckzufthren. Insgesamt bestatigen die
Expressionsuntersuchungen von IL-27Ra den Eindruck, dass murine Makrophagen
Dendritische Zellen und Neutrophile mit C57BL/6 Hintergrund keine oder lediglich eine
minimale IL-27 Responsivitat aufweisen [32, 124]. Im Unterschied dazu zeigte ein
Pilot-Versuch mit humanen PBMCs dagegen, dass humane Monozyten IL-27
responsiv sind und dass IL-27 eine schnelle Phosphorylierung von STAT3 induziert. In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen berichten eine Reihe von Studien, dass
IL-27 in humanen Monozyten aus PBMCs oder in der humanen monozytéaren Zelllinie
THP-1 zuverladssig STAT1 und STAT3 Phosphorylierungen induziert [124, 255, 260].
Ebenso wurde bereits publiziert, dass auch humane Neutrophile konstitutiv IL-27Ra
und gpl30 exprimieren und dass IL-27 Effektorfunktionen von Neutrophilen inhibiert
[132, 261]. Im Fall von murinen Neutrophilen berichtet eine Studie, dass IL-27
Vorlauferzellen von Neutrophilen im Knochenmark in Richtung eines anti-
inflammatorischen Phanotyps polarisieren kann [262]. Die hier beschriebene
Abwesenheit von IL-27Ra auf reifen murinen Neutrophilen in der Milz oder nach

Legionellen-Infektion in den Alveolarrdumen stitzt daher die These, dass in C57BL/6
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Mausen Immunzellen der myeloiden Linie wahrend ihrer Reifung méglicherweise die
Expression von IL-27Ra herunterregulieren und damit ihre IL-27 Responsivitat
verlieren. Weitere Divergenzen zwischen Maus und Mensch scheinen auch fir Epithel-
und Endothelzellen zu bestehen. Wahrend im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine
Expression von IL-27Ra auf murinen Epithel- und Endothelzellen aus der Lunge
detektiert werden konnte, wurde die IL-27 Responsivitat von humanen Zelllinien und
Primarzellen vielfach beschrieben [47, 51, 125, 263-265]. Die beobachteten
Gegensatze deuten auf eine Spezies-abhangige Regulation von IL-27 vermittelten
Immunantworten hin. Die IL-27 Responsivitat von humanen Makrophagen,
Monozyten, Neutrophilen sowie Epithel- und Endothelzellen konnte daher einen
evolutionar vorteilhaften autokrinen oder parakrinen Feedback-Mechanismus
darstellen. Wenngleich im Rahmen der durchgefuhrten Arbeiten auch wahrend einer
bakteriellen Legionellen-Infektion keine Expression von IL-27Ra auf murinen
Alveolarmakrophagen oder rekrutierten Neutrophilen nachgewiesen werden konnte,
ist nicht auszuschlieBen, dass andere immunologische Stimuli unter bestimmten
Bedingungen nicht dennoch die Expression der Zytokin-spezifischen Rezeptorkette
induzieren konnten. Daruber hinaus ist auch die Frage, ob IL-27 mdglicherweise
weitere Rezeptorkomplexe auf der Zelloberflache ohne IL-27Ra binden und aktivieren
kann, nicht abschlie3end gekléart. Beispielsweise berichtet eine Studie, dass murines
IL-27p28 den l6slichen IL-6Ra binden und Uber gp130 Homodimere Signalwege
induzieren kann [41]. Ebenso wurde die Existenz eines loslichen IL-27Ra beschrieben
[58]. Die Tatsache, dass murines IL-27p28 zudem unabhangig von Ebi3 sekretiert
werden kann, stellt einen weiteren klaren Gegensatz in der Biologie von IL-27
zwischen Maus und Mensch dar [7]. Mehrere Studien belegen, dass monomeres
IL-27p28 als naturlicher Antagonist von gp130 Signalwegen wirken kann [40, 266-268].
Der Austausch einer einzelnen Aminosaure zwischen murinem und humanem
IL-27p28 konnte als entscheidender Unterschied fur eine unabhéngige Sekretion als
Monomer identifiziert werden [269]. Wahrend in murinem IL-27p28 zwei benachbarte
Cystein-Reste die Ausbildung einer Protein-stabilisierenden Disulfidbriicke
ermdglichen, fehlt der zweite Cystein-Rest im humanen Protein. Humanes 1L-27p28
ist daher zwingend auf eine gemeinsame Sekretion mit Ebi3 angewiesen [269].
Insgesamt deuten die Ergebnisse der IL-27Ra Expressionsanalysen in murinen
Immunzellen und nicht-hamatopoetischen Zellen gemeinsam mit den bereits

publizierten Differenzen bei der Sekretion von IL-27p28 auf Spezies-spezifische
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Eigenschaften bei der IL-27 vermittelten Immunantwort hin. Bei der Interpretation von
experimentellen Daten aus Mausmodellen sollte ihre allgemeingultige Ubertragbarkeit
auf den Menschen und die Ableitbarkeit von potenziellen Therapieansatzen daher mit

Vorsicht betrachtet werden.

4.2 Die Rolle der IL-27 vermittelten Immunantwort im Rahmen der

bakteriellen Legionellen-Pneumonie
Zur funktionellen Beteiligung von IL-27/IL-27Ra Signalwegen wéhrend einer
bakteriellen Legionellen-Infektion liegen bis heute keine Publikationen vor. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde sowohl im murinen Modell als auch in humanen BALF-
Proben nachgewiesen, dass Legionella spp. IL-27 Expression induzieren. In der Maus
erfolgte eine rasche lokale Induktion von IL-27 in der Lunge, gefolgt von einer
verzogerten systemischen IL-27 Expression im Plasma. Auf zellularer Ebene konnte
auf rekrutierten NK und T Zellen, nicht aber auf ortsstandigen Alveolarmakrophagen
und Neutrophilen die Expression beider IL-27 Rezeptoruntereinheiten nachgewiesen
werden. Im Unterschied zu naiven NK Zellen wurde die Rezeptorkette gp130 auch auf
reifen CD11b* NK Zellen exprimiert. Eine Induktion des IL-27 Rezeptors auf NK Zellen
wurde bereits im Rahmen einer viralen Influenza-Infektion beschrieben und kénnte auf
eine funktionelle Relevanz des IL-27 Rezeptors bei Infektionen mit intrazellularen
Pathogenen hindeuten [120]. In der genannten Studie konnten insbesondere
CD27*CD11b* NK Zellen als zellulare Quelle fur die IL-27 vermittelte Induktion des
anti-viralen Zytokins IFNy in den oberen Atemwegen von infizierten Mausen
identifiziert werden [120]. Auch im Rahmen der bakteriellen Legionellen-Infektion
wurde IFNy vielfach als protektives Zytokin mit zentraler Bedeutung fir eine zellulare
Immunantwort beschrieben [175, 207, 270, 271]. Die Relevanz von IFNy Signalwegen
bei den durchgefuhrten Infektionsexperimenten wurde in vitro durch
Transkriptomanalysen von infizierten BMDMSs bestétigt. Lokale und systemische IFNy

Konzentrationen wurden daher im etablierten Mausmodell als Endpunkt betrachtet.

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals die Funktion von IL-27/IL-27Ra
Signalwegen bei der murinen Legionellen-Pneumonie. IL-27Ra defiziente Mause
wiesen nach intranasaler Infektion mit Legionella pneumophila einen reduzierten
Gewichtsverlust, eine erhohte Aktivitdt von NK sowie von CD4* und CD8* T Zellen und
signifikant erhdhte Plasmaspiegel von IFNy auf. Nach Infektion mit dem virulenteren
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Erreger Legionella longbeachae ubertrug sich die in Abwesenheit von IL-27Ra
gesteigerte zellulare Immunantwort auf ein verbessertes Uberleben, einen niedrigeren
Krankheits-Score und einen reduzierten Lungenschaden. Diese Befunde stehen in
einer Linie mit einer Reihe von Studien, die eine schadliche Funktion von IL-27 in
verschiedenen bakteriellen Sepsis-Modellen berichten [63, 110, 111, 132, 272, 273].
Einige Studien identifizieren hierbei einen gesteigerten oxidativen Burst durch
Makrophagen und Neutrophile und eine verbesserte bakterielle Clearance in der
Abwesenheit von IL-27 als protektiven Mechanismus [110, 111, 132]. Wenngleich im
Rahmen dieser Arbeit keine IL-27Ra Expression auf Neutrophilen oder
inflammatorischen Monozyten beobachtet werden konnte, kdnnte ihre Aktivitat in
IL-27Ra”- Mausen durch einen indirekten Mechanismus ebenfalls gesteigert sein und
einer systemischen Verbreitung der Legionellen effektiv entgegenwirken. So belegen
verschiedene Studien eine bakterizide Aktivitat von Monozyten als zellulare Antwort
auf eine IFNy Stimulation [175, 271, 274]. Ebenso besitzen Neutrophile nach
Legionellen-Infektion eine direkte antibakterielle Aktivitat durch eine zell-intrinsische
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies, die im Gegensatz zu Monozyten keine IFNy
Signalwege benotigt [271, 275, 276]. Darliber hinaus wurde auch in einem murinen
Modell zur Sekundéarinfektion mit Staphylococcus aureus nach vorangegangener
Influenza-Infektion eine verbesserte bakterielle Beseitigung in Abwesenheit von
IL-27Ra festgestellt [277]. Die Autoren machen dafir eine verminderte IL-10
Expression und eine gesteigerte Th17 Antwort in IL-27Ra’- Mausen verantwortlich.
Auch in einem intranasalen Infektionsmodell mit dem gramnegativen Bakterium
Chlamydia muridarum wurde eine gesteigerte Th17 T Zell-Antwort in IL-27Ra™
Mausen berichtet [278]. Die Abwesenheit von IL-27Ra resultierte hier allerdings in
einem schwereren Krankheitsverlauf mit einem erhdhten Gewichtsverlust und einer
gesteigerten Immunpathologie. Ebenso weisen IL-27Ra’- Mause im Infektionsmodell
mit dem Mycobacterium tuberculosis zwar eine gesteigerte TNFa und IL-12p40
Expression und eine reduzierte Bakterien-Anzahl in der Lunge auf [45]. Sie versterben
im chronischen Infektionsverlauf allerdings an einer dysregulierten hyperaktiven
Immunantwort. Die Frage, ob sich eine Defizienz des immunregulatorischen Zytokins
IL-27 durch eine gesteigerte bakterielle Clearance protektiv oder durch eine erhéhte
Immunpathologie nachteilig auf den Krankheitsverlauf auswirkt, scheint daher unter

anderem abhangig vom jeweiligen Pathogen zu sein.
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Neben der Verwendung von Mausen mit einer globalen IL-27Ra Defizienz wurden in
der vorliegenden Arbeit auch konditionale Knockout-Stamme mittels Cre/loxP-System
hergestellt. NCR1-Cre und CD8a-Cre transgene Mause wurden fur eine
zellspezifische Deletion von IL-27Ra in NK Zellen und CD8* T Zellen verwendet. Nach
aktuellem Kenntnisstand stellen sie damit die ersten konditionalen Knockout-Linien mit
einer zellspezifischen Deletion von IL-27Ra in den beiden genannten Zellpopulationen
dar. Interessanterweise zeigten NCR1¢®IL-27Ra™ Mause einen entgegengesetzten
Phanotyp zu IL-27Ra”’- Mausen. Nach Infektion mit Legionella pneumophila wiesen
NCR1°¢®|L-27Ra"" Mause einen erhohten Gewichtsverlust, eine reduzierte Aktivitat
von NK Zellen und ebenfalls reduzierte BALF IFNy Konzentrationen auf. Im
Infektionsmodell mit Legionella longbeachae bestéatigten sich der erhohte
Gewichtsverlust und die in der BALF reduzierte Expression von IFNy. Zusatzlich hatten
Mause mit NK Zell-spezifischer Deletion von IL-27Ra in der Fruhphase der Infektion
einen hoheren Krankheits-Score und ein geringfiigig verschlechtertes Uberleben. Die
lokale IL-27 vermittelte Stimulation von IFNy Expression in NK Zellen stellt somit eine
protektive Immunantwort im Rahmen der bakteriellen Legionellen-Pneumonie dar.
Ahnliches wurde bereits wahrend einer viralen Influenza-Infektion beschrieben [120].
Mechanistisch stimuliert IL-27 die Transkriptionsfaktoren NRF2 (Nuclear factor E2-
related factor 2) und Mafs (Musculoaponeurotic fibrosarcoma) und sensitiviert NK
Zellen fur die Aktivierung Uber den NKG2D (NKG2-D type Il integral membrane protein)
Rezeptor [120]. Dartber hinaus wurde auch in humanen NK Zellen eine priming-
Funktion fur NK Zell-Effektorfunktionen und die Induktion der Aktivierungsmarker
CD25 und CD69 durch IL-27 beobachtet [118, 119, 279]. Uberraschenderweise
konnten in NCR1¢IL-27Raf! Mausen trotz erhohtem Gewichtsverlust, reduzierter NK
Zell-Aktivitat und verminderten BALF IFNy Konzentrationen 48 Stunden nach
Legionella longbeachae Infektion keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
bakterieller Kolonien festgestellt werden. Diese Beobachtung kdnnte auf protektive
Effekte von IFNy hindeuten, welche nicht unmittelbar mit einer verbesserten
bakteriellen Clearance in Verbindung stehen [280]. Neben der Aktivierung von NK
Zellen scheint IL-27 aul3erdem zellreifungsspezifische Einflisse auf CD11b* NK Zellen
zu haben [120]. Sowohl in IL-27Ra”’ Mausen als auch in Mausen mit NK Zell-
spezifischer Deletion von IL-27Ra war die Anzahl an NK Zellen 48 Stunden nach
Legionellen-Infektion in der Lunge im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant

reduziert. Zusatzlich konnte in IL-27Ra’- Mausen nachgewiesen werden, dass die
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Reduktion der Gesamtzahl primar auf eine verminderte Zahl an reifen CD11b* NK
Zellen zurlckzufihren war. Der relative Anteil unreifer CD27* NK Zellen war in
Abwesenheit von IL-27 dagegen signifikant erhoht. Au3er einer reduzierten Zahl an
NK Zellen wurde in den Lungen von infizierten IL-27Ra’- Mausen auch eine
verminderte Anzahl von CD4* und CD8* T Zellen festgestellt. Die Stimulation der
Proliferation von naiven CD4* und CD8* T Zellen durch IL-27 wurde bereits im Rahmen

der friihen funktionellen Untersuchungen von IL-27 beschrieben [1, 49, 67, 68].

Die Tatsache, dass NK Zellen in IL-27Ra”- Mausen eine gesteigerte Expression der
Aktivierungsmarker CD25 und CD69 aufweisen, obwohl IL-27 NK Zell-Aktivitat selbst
direkt stimuliert, bekréftigt die Hypothese, dass ein indirekter IL-27 vermittelter
Mechanismus zur Regulation der NK Zell-Aktivitdt existieren muss. Aufgrund der
bisherigen weitreichenden Literatur zur Rolle von IL-27 bei T Zell-Antworten stellen
T Zellen die wahrscheinlichste Immunzellpopulation dar, die den beschriebenen
indirekten inhibitorischen Effekt von IL-27 vermitteln konnten. Zwei mogliche
Szenarien erscheinen in diesem Zusammenhang offensichtlich. IL-27 kdnnte erstens
IL-10 Expression in T Zellen induzieren [32, 87, 281, 282], welches dann die Aktivitat
der NK Zellen limitiert. Oder IL-27 kbnnte zweitens die Expression von inhibitorischen
Rezeptoren auf T Zellen induzieren [7, 95, 101], welche dann ihrerseits die Aktivitat
der NK Zellen inhibieren. Signifikante IL-10 Konzentrationen konnten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nach Infektion mit Legionella pneumophila zu verschiedenen
Zeitpunkten weder in der BALF noch im Plasma mittels ELISA oder Multiplex
Immunoassay detektiert werden. Uberhaupt ist bis heute wenig zur Rolle von IL-10 fur
die Immunreaktion bei Infektionen mit Legionella pneumophila bekannt [175]. Aus den
genannten Grinden erscheint daher eine Induktion von inhibitorischen Rezeptoren auf
T Zellen durch IL-27 als der wahrscheinlichere zugrundeliegende Mechanismus.
Wenngleich die generelle immunregulatorische Funktion von IL-27 auf dem
Zusammenspiel der verschiedenen inhibitorischen Signalwege beruht, stellt sich die
Frage, ob mdoglicherweise praferierte Signalwege in Abh&ngigkeit des jeweiligen
Pathogens existieren. Beispielsweise beruht die Entwicklung einer letalen
Immunpathologie nach Toxoplasma gondii Infektion in IL-27Ra’- Mausen auf einer
mangelnden Induktion von IL-10 Expression [74]. Die Expression des inhibitorischen
Rezeptors TIGIT auf T Zellen spielt dagegen in Toxoplasma gondii Infektionen nur eine

untergeordnete Rolle und TIGIT’ Mause weisen vergleichbare NK und T Zell
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Immunantworten auf [283]. In anderen Infektionsmodellen kdnnte TIGIT wiederum

entscheidend fur die Regulation der Immunantwort sein [100].

Zusatzlich zu einer Mauslinie mit NK Zell-spezifischer Deletion von IL-27Ra wurde
auch ein neuer Stamm mit einer CD8* T Zell-spezifischen Deletion etabliert. Im milden
Infektionsmodell mit Legionella pneumophila konnten keine signifikanten Unterschiede
im Schweregrad des Krankheitsverlaufs im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt
werden. CD8C®IL-27Ra! Mause wiesen dagegen nach Infektion mit Legionella
longbeachae ein verbessertes Uberleben, einen niedrigeren Krankheits-Score und ein
hoheres Korpergewicht im Vergleich zu NCR1¢®IL-27Ra"" Mausen auf. Diese
Befunde belegen, dass IL-27 zellspezifische Immunantworten im Rahmen einer
bakteriellen Legionellen-Pneumonie induziert. Weiter konnte in einem Pilot-Versuch
beobachtet werden, dass eine gemeinsame Deletion von IL-27Ra sowohl in NK als
auch in CD8* T Zellen in CD8®NCR1°¢|L-27Ra" Mausen im Infektionsmodell mit
Legionella pneumophila den erhohten Gewichtsverlust von NCR1C®|L-27Ra™
Mausen egalisiert und dass CD8“®NCR1°¢"¢|L-27Raf! Mause keine Unterschiede in
ihrem Korpergewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen. IL-27 Signalwege in
CD8" T Zellen scheinen daher unmittelbar an der oben beschriebenen Inhibition von
NK Zell-Aktivitat beteiligt zu sein. Auch fir CD8* T Zellen im Speziellen wurde bereits
die Induktion inhibitorischer Rezeptoren durch IL-27 als méglicher Mechanismus
beschrieben [95, 101]. CD8Ce|L-27Ra™ Mause konnten dagegen nicht den
vollstandigen Phanotyp geschutzter IL-27Ra’- Mause kopieren und sie wiesen im
Vergleich zu IL-27Ra™ Kontrollmausen nur ein geringfiigig verbessertes Uberleben
auf. Dies bekréaftigt die Hypothese, dass IL-27 Signalwege sowohl in CD4"* als auch in
CD8* T Zellen gemeinsam an der Inhibition der Aktivitat von NK Zellen beteiligt sind.
Fur die zellspezifischen Funktionen von IL-27 auf Zytotoxizitat-vermittelnde NK und
CD8* T Zellen lasst sich daher festhalten, dass sie im Legionellen-Modell keineswegs

als redundant, sondern maglicherweise sogar als kontrar betrachtet werden sollten.
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Insgesamt zeichnen die Daten aus dem murinen Legionellen-Modell ein Bild, welches
zeitlich und rédumlich definierte Funktionen von IL-27 vorsieht und ein kirzlich
publiziertes biphasisches Modell zur Rolle von IL-27 stutzt [284]. Das hypothetische
Modell soll im Folgenden skizziert werden: Der Kontakt mit dem bakteriellen Erreger
induziert in Alveolarmakrophagen eine schnelle und lokale IL-27 Produktion
(Abbildung 53). In den Alveolen stimuliert IL-27 in der frihen Phase der Infektion

proinflammatorische Immunantworten. In schnell rekrutierten NK Zellen fordert 1L-27
die Aktivierung, die Reifung und die Expression von IFNy [120]. Lokales IFNy stimuliert
eine protektive zellulare Immunantwort durch Alveolarmakrophagen, Neutrophile,
Monozyten und Pneumozyten [285-289]. Systemisches IL-27, mdglicherweise
freigesetzt durch inflammatorische Monozyten, limitiert dagegen die Aktivitat von CD4*
und CD8* T Zellen und induziert inhibitorische Signalwege. Uber einen noch unklaren
Mechanismus inhibieren CD4* und CD8* T Zellen die Aktivitdt von NK Zellen sowohl
im Plasma als auch nach ihrer Einwanderung in die Lunge lokal in den Alveolen.
Reduzierte Plasmaspiegel von IFNy und eine verminderte systemische Kontrolle der
Legionellen sind die Folge der T Zell-vermittelten immunregulatorischen Signalwege.
Unklar ist dagegen, welche Rolle IL-27 Signalwegen in weiteren ortsstandigen
Lymphozyten-Populationen der angeborenen Immunitat in der Lunge (yd T Zellen,
NKT Zellen, ILCs) zukommt [290-292]. Sowohl auf yd T Zellen als auch auf ILCs
konnte eine hohe Expression von IL-27Ra nachgewiesen werden. Wahrend fur IL-27
insbesondere bei ILC2 inhibitorische Funktionen beschrieben wurden, kann IL-27 die
Aktivitat von y® T Zellen und NKT Zellen stimulieren [115-117, 121, 293]. Eine
verminderte Aktivitdt von yd T Zellen und NKT Zellen in der Lunge von IL-27Ra”
Mausen koénnte in diesem Zusammenhang auch fir die lokal erhdohte Anzahl
bakterieller Kolonien zu frihen Zeitpunkten der Infektion mit Legionella longbeachae
verantwortlich sein. Trotz reduzierter IFNy Konzentrationen in der BALF von
NCR1¢®|L-27Ra™ Mausen waren ihre bakteriellen Belastungen unverandert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Befunde stiitzen die Vermutung, dass neben
NK Zellen auch weitere Lymphozyten-Populationen der angeborenen Immunitat

insbesondere im frihen Infektionsgeschehen funktionell beteiligt sein konnten.
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E/Legionella pneumophila

Alveolarmakrophage

Typ | Pneumozyt

Monozyt

Typ Il Pneumozyt

yo T Zelle

CD69 1 NKT Zelle
Reifung 1

-~ Endothelzelle

— Erythrozyt

IL-27 Rezeptor

CD8 T Zelle

CDAT Zelle

Abbildung 53: Hypothetisches Modell der raumlich und zeitlich definierten
Immunantworten durch IL-27 wahrend einer Legionellen-Infektion.

1) Durch Aspiration kontaminierter Aerosole gelangen Legionella pneumophila in die
Lunge, wo sie ortsstandige Alveolarmakrophagen infizieren und IL-27 Expression
induzieren. 2) In der Fruhphase der Infektion stimuliert IL-27 lokal die Aktivierung,
Reifung und IFNy Expression von rekrutierten NK Zellen. 3) IFNy férdert eine protektive
zellulare Immunantwort durch Alveolarmakrophagen, Neutrophile, Monozyten und
Pneumozyten. 4) Im weiteren Verlauf der Infektion dominieren anti-inflammatorische
Effekte von IL-27. Im Plasma inhibiert IL-27 die Aktivitdt von CD4* und CD8* T Zellen
und die systemische IFNy Expression. 5) In rekrutierten CD4* und CD8* T Zellen
stimuliert IL-27 ein inhibitorisches Programm zur Regulation der Aktivitat von NK Zellen.
6) Weitere Funktionen von IL-27 fur ortsstandige Lymphozyten mit IL-27Ra Expression
(yd T Zellen, NKT Zellen, ILCs) sind darliber hinaus denkbar.
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4.3 Die Bedeutung von GNB2 im Rahmen einer Infektion mit

Legionella pneumophila
In der Proteininteraktions-Datenbank BioGRID wird eine Massenspektrometrie-
basierte Proteom-Studie gefuhrt, die eine direkte Interaktion der G-Protein
B-Untereinheit GNB2 mit IL-27Ra identifiziert [237]. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde daher der Fragestellung nachgegangen, ob GNB2 IL-27 induzierte
Signalwege regulieren kann. Entgegen der initialen Arbeitshypothese konnten in IL-27
stimulierten WT und GNB27 Splenozyten keine Unterschiede hinsichtlich der
induzierten STAT1- oder STAT3-Phosphorylierung beobachtet werden. Ebenso war
die Induktion der IL-10 Expression von aktivierten T Zellen aus der Milz in Anwesenheit
von IL-27 unverandert zwischen WT und GNB2’ Mausen. Stattdessen konnte in
BMDMs eine Funktion von GNB2 fur die Expression von IL-27p28 nachgewiesen
werden. Sowohl nach LPS-Stimulation als auch nach Infektion mit Legionella
pneumphila war die Gen-Expression von 1I-27p28 in Abwesenheit von GNB2
signifikant erhdht. Auch auf Proteinebene konnte eine héhere Expression von IL-27p28
in GNB27- BMDMs nach Infektion mit Legionella pneumophila bei einer MOI=5 oder
einer MOI=10 beobachtet werden. Wahrend der Legionellen-Pneumonie wiesen
GNB2 defiziente Mause einen signifikant grol3eren Gewichtsverlust und eine massiv
erhéhte Anzahl bakterieller Kolonien in der BALF auf. Wenngleich auch erhéhte BALF
IL-27p28 Konzentrationen in GNB2’- Mausen detektiert werden konnten, kénnten
diese mdglicherweise lediglich eine Konsequenz der beeintrachtigten bakteriellen
Clearance darstellen und fiir den beobachteten Phanotyp nur eine untergeordnete
Rolle spielen. Neben IL-27p28 waren zudem eine Reihe weiterer klar
proinflammatorischer Zytokine (IFNy, IL-13, IL-12p70, IL-17A, IL-18, IL-22, IL-6, TNFa)
und Chemokine (CXCL1, CXCL5, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, RANTES) sowie die
Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf rekrutierten NK und T Zellen signifikant
erhoht. Die erh6hten bakteriellen Belastungen in den Lungen von Mausen mit GNB2
Defizienz trotz stark proinflammatorischer Immunantwort deuten auf einen zell-
intrinsischen  Defekt bei der Beseitigung der Bakterien in infizierten
Alveolarmakrophagen hin. Da eine schnelle Induktion des inflammatorischen Zelltods
(Pyroptose) in Makrophagen von C57BL/6 Mausen einen protektiven Mechanismus
gegen Legionella pneumophila darstellt [157, 175, 198], kdonnte der beschriebene

Phanotyp durch eine funktionelle Beteiligung von GNB2 bei der Inflammasom-
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aktivierung oder der Aktivierung von Caspasen erklart werden. Uber die Rolle von
heterotrimeren G-Proteinen bei der Inflammasom-Aktivierung ist bis heute
vergleichsweise wenig bekannt. Fur die G-Protein B-Untereinheit GNB1 wurde in einer
Studie eine inhibitorische Rolle fur die Aktivierung des NLRP3 (NLR family pyrin
domain-containing 3)-Inflammasoms beschrieben [294]. Andere Studien berichten
dagegen fur verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren entweder NLRPS3-
Inflammsom stimulierende oder aber inhibierende Eigenschaften [295]. In
Ubereinstimmung mit diesem Erklarungsansatz war die Zellviabilitat von BMDMs nach
in vitro Infektion mit Legionella pneumophila in Abwesenheit von GNB2 signifikant
erhoht. Weitere Studien mit GNB2 defizienten Makrophagen werden daher fur die
Aufklarung des zugrundeliegenden zellularen Mechanismus erforderlich sein. In einem
unabhangigen Projekt wird aktuell verschiedenen mechanistischen Erklarungs-
ansatzen nachgegangen. Als naheliegender Mechanismus wurden bereits
Unterschiede in der Aktivitat von Caspase-1 in WT und GNB2”- BMDMs nach Infektion
mit Legionella pneumophila untersucht. In der Tat konnte in einem Lumineszenz-
basierten Assay eine geringfligig, aber dennoch signifikant reduzierte Aktivitat von
Caspase-1 in Abwesenheit von GNB2 festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Eine
verminderte Aktivierung von Caspase-1 kdnnte daher zumindest Teil einer Erklarung
fur den schwerwiegenderen Krankheitsverlauf in GNB27- Mausen nach Infektion mit
Legionella pneumophila sein. Aufgrund der Existenz vieler hunderter verschiedener
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren in Maus und Mensch, in deren Signaltransduktion
GNB2 potenziell beteiligt sein kbnnte, erscheint es als durchaus wahrscheinlich, dass
daneben weitere Mechanismen zum beobachteten Phanotyp in GNB2”7 Mausen
beitragen [296]. Beispielsweise wurde ebenfalls eine Funktion von GNB2 fir die
Induktion der zellularen Apoptose beschrieben [297]. Entscheidend fir die Aufklarung
weiterer Mechanismen ist zunéchst die Identifikation konkreter G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren, die mit GNB2 unter homdostatischen Bedingungen oder aber wahrend
inflammatorischer Prozesse interagieren. Der C5a-Rezeptor konnte beispielsweise
bereits als Bindungspartner eines heterotrimeren G-Proteins mit GNB2 als B-
Untereinheit identifiziert werden und GNB2 defiziente Makrophagen weisen eine
verminderte C5a-vermittelte Chemotaxis auf [236]. In Ubereinstimmung hiermit zeigen
eigene unverdffentlichte Phosphoproteomik-Daten, dass in GNB2 defizienten BMDMs
mehrere Phosphorylierungsstellen des C5a-Rezeptors nach Legionella pneumophila

Infektion im Vergleich zu WT BMDMs herunterreguliert sind. Eine Identifikation von
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weiteren GNB2-bindenden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ihrer zellularen
Effektorproteine konnte daher zum besseren Verstdndnis der Rolle von GNB2

wahrend einer bakteriellen Legionellen-Infektion beitragen.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten zellspezifische Funktionen von
IL-27/IL-27Ra Signalwegen in einem Modell der bakteriellen Legionellen-Pneumonie
mithilfe von konditionalen und globalen IL-27Ra”- Mausen nachgewiesen werden. Die
teils gegensatzlichen Infektionsverlaufe in Abhangigkeit der Immunzellpopulation mit
IL-27Ra Deletion unterstreichen die Komplexitdt und die Kontext-abhéngige
immunmodulatorische Natur von IL-27. Sie stiitzen ein Modell, nach dem IL-27 in einer
zeitlich und raumlich definierten Art und Weise proinflammatorische Prozesse lokal
zunachst unmittelbar stimuliert, ihnen im weiteren Verlauf des Infektionsgeschehens
Uber indirekte Mechanismen allerdings limitierend entgegenwirkt und dadurch zu
einem Gleichgewicht zwischen einer effektiven Beseitigung des Pathogens und einer
Vermeidung von immuninduzierten Kollateralschaden beitragt. Unklar ist hierbei, Uber
welche indirekten Mechanismen die Inhibition der NK Zellen im betrachteten
Infektionsmodell vermittelt wird. Zum Nachweis einer mdglichen Beteiligung von
inhibitorischen Rezeptoren auf T Zellen ist daher eine Untersuchung von BALF Zellen
aus infizierten WT und IL-27Ra’" M&ausen mittels CITE-Seq (Cellular Indexing of
Transcriptomes and Epitopes by Sequencing) geplant. Dartber hinaus liegen aktuell
keine Studien zur Rolle von IL-27 bei humanen Legionellen-Infektionen vor. Aufgrund
der hohen Letalitat von Legionella pneumophila besonders bei alteren Menschen und
Patienten mit chronischer Lungenerkrankung oder Immunsuppression trotz
verfugbarer Antibiotika-Therapien konnte IL-27 ein relevantes Zytokin mit
therapeutischem Potenzial darstellen [298]. Insbesondere die Tatsache, dass der
reduzierte Lungenschaden in IL-27Ra defizienten Mausen nicht mit einer lokal
verbesserten bakteriellen Eradikation einherzugehen scheint, stitzt die Vermutung,
dass der zugrundeliegende Mechanismus additiv zu einer Antibiotikabehandlung
wirken konnte. Zudem koénnte eine kinftige Verwendung der neuen konditionalen
Knockout-Linien von IL-27Ra in NK und CD8* T Zellen auch in anderen
Forschungsbereichen vielversprechende Erkenntnisse liefern. Murine Tumormodelle
mit NCR1¢®|L-27Ra Mausen und CD8"®IL-27Ra" Mausen konnten beispielsweise

neue Einsichten in die Rolle von IL-27 in der Tumormikroumgebung geben.
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Fir die G-Protein B-Untereinheit GNB2 konnte in den durchgefuhrten Arbeiten
ebenfalls eine relevante Funktion wéahrend der bakteriellen Legionellen-Infektion
identifiziert werden, welche nur teilweise mit der Regulation IL-27 vermittelter
Immunantworten zusammenhéangt. Unklar ist hierbei, welche G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren im Infektionsmodell ihre intrazellularen Signalwege Uber GNB2 aktivieren
und welche defekten Signalwege in GNB2”7 Mausen fiur den schwerwiegenderen
Krankheitsverlauf verantwortlich sind. In Zukunft sollen daher GNB2-bindende
Proteine aus Zelllysaten von unstimulierten und infizierten BMDMs mittels
Massenspektrometrie identifiziert werden. Dartber hinaus wird aktuell ein neuer
GNB2" Mausstamm hergestellt. Diese konditionalen Knockout-M&ause sollen in
anstehenden Infektionsexperimenten verwendet werden, um nachzuweisen, ob der in
GNB2’ Mausen beobachtete Phanotyp auf zellintrinsische Funktionen von GNB2

speziell in Makrophagen zurtickzufiihren ist.
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