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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Die Inzidenz allergischer Erkrankungen nimmt in den westlichen Zivilisationen zu (Yoo et al.,
2015, Brozek et al., 2015). Die Hyposensibilisierung bzw. allergenspezifische Immuntherapie
(AIT) allergischer Patientinnen/Patienten stellt hierbei momentan die einzige
krankheitsmodifizierende Therapieoption dar. Die Effektormechanismen der AIT sind noch
nicht vollstandig verstanden, beinhalten aber u. a. die Bildung einer T-Zell-Toleranz, eine
Induktion regulatorischer T-Zellen sowie die durch u. a. IL-10 vermittelte Bildung
neutralisierender 1IgG4Antikorper (Fujita et al., 2012). Der prinzipiellen Wirksamkeit dieser
Therapien stehen jedoch der hohe Zeitaufwand, das Risiko der Ausldsung lokaler Reaktionen
und insbesondere die Gefahr systemischer anaphylaktischer Reaktionen gegentber (Fujita et
al., 2012,Krishna and Huissoon, 2011).

Fusionsproteine aus Allergen und Antigen kénnen diese Behandlung verbessern (Blanco et
al., 2019). Das bakterielle Antigen Flagellin aktiviert als Agonist des TLR5 (Toll-like-Rezeptor
5) effizient das Immunsystem und wurde bereits in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten als
erfolgreicher Fusionspartner zur Immunisierung beschrieben (Schulke et al., 2018, Schiulke et
al., 2016, Schulke et al., 2014, Schulke et al., 2010). Toll-like-Rezeptoren sind
hochkonservierte Rezeptoren des Immunsystems, welche als Teil des angeborenen
Immunsystems pathogene Strukturen erkennen kénnen (Kapitel 1.2.2, 1.4.2). In der hier
vorliegenden Arbeit wurde Flagellin mit Bet v 1, dem Hauptallergen der Birkenpollen, fusioniert
(rFlaA:Betv1).

Makrophagen spielen als antigenprasentierende Zellen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung
von T-Zellen. Die Effekte von rFlaA:Betv1 auf humane PBMCs (,peripheral blood mononuclear
cells*) und murine myeloische dendritische Zellen (mDC) wurden bereits untersucht (Schulke
et al., 2018). Dabei gelang es, eine durch rFlaA:Betv1 vermittelte mTOR (,mammalian target
of rapamycin“)-abhangige Aktivierung von mDC nachzuweisen. Darliber hinaus konnte bereits
in einer Ko-Kultur von murinen allergenspezifischen CD4*-T-Helferzellen und mDC eine
Unterdriickung der allergiespezifischen (Th2-assoziierten) IL-5-Ausschittung nachgewiesen
werden (Moeller et al., 2019, Schulke et al., 2018). Die Effekte von Flagellin-Antigen-

Fusionsporteinen auf Makrophagen sind bisher jedoch noch nicht untersucht worden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, im Mausmodell die immunmodulatorische Wirkung des
rekombinanten Fusionsproteins rFlaA:Betv1 auf Makrophagen sowie auf ihre Interaktion mit

CD4*-T-Zellen zu untersuchen, um an die o. g. Ergebnisse anzuknupfen.



Hierfir wurden BMDMs und CD4*-T-Zellen aus BALB/c-Mausen gewonnen. Diese wurden
dann in zwei experimentellen Ansatzen weiter untersucht: Das erste experimentelle Set-up
diente der genaueren Charakterisierung der rFlaA:Betv1-vermittelten Makrophagen-
Aktivierung. Als Kontrollen wurden die Makrophagen parallel mit rBet v 1, rFlaA und der Mixtur
der beiden Proteine stimuliert. Es wurden nachfolgend der Zellmetabolismus
(Glucoseverbrauch sowie Warburg-Effekt), die Sekretion von Zytokinen (IL-18, IL-6, IL-10,
TNF-a) und deren Abhangigkeit von verschiedenen Stoffwechselwegen und
Signaltransduktionskaskaden durch Vorinkubation mit bestimmten Inhibitoren (Rapamycin, Z-
VAD-FMK, SB202190, U0126) untersucht, um analog zu den Ergebnissen bezlglich der mDC
Aussagen Uber die durch rFlaA:Betv1 aktivierten Signaltransduktionskaskaden treffen zu

konnen.

In Ko-Kultur- Experimenten wurden im Anschluss BALB/c-Mause gegen rBet v 1 sensibilisiert.
Die dadurch erzeugten Th2-geprimten CD4*-T-Zellen, welche aus den Milzen der Mause
extrahiert und mithilfe von FACS-Analyse Uberprift wurden, wurden dann in Ko-Kultur mit
Makrophagen gebracht. Hierbei wurde untersucht, inwiefern sich die allergietypische Sekretion
von Zytokinen (IL-2, IL-5, IL-6, IL-13) nach Restimulation mit dem Allergen durch Zugabe von
entweder rFlaA:Betv1 bzw. der Mixtur von rFlaA und rBet v 1 unterdricken lasst. DarUber
hinaus wurde auch hier der Metabolismus (Glucoseverbrauch sowie Warburg-Effekt) in den

Ko-Kulturen untersucht.

Zusammengenommen sollten die durchgefihrten Experimente den Aktivierungszustand
rFlaA:Betv1-stimulierter Makrophagen, die beteiligten Signaltransduktionswege und die

immunmodulierende Kapazitat der Zellen untersuchen.

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein korpereigener Abwehrmechanismus zur Bekadmpfung von

Krankheitserregern und deren Toxinen.

1.2.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Auf die Infektion mit einem Krankheitserreger reagiert das Immunsystem in der Regel mit einer
unmittelbaren, relativ unspezifischen Immunantwort und bald darauf mit einer auf den Erreger
abgestimmten, spezifischen Immunantwort. In dem Paradigma des angeborenen und
adaptiven, erworbenen Immunsystems werden bestimmte Komponenten, Mechanismen und

Zellen ersterer bzw. letzterer Antwort zugeordnet (Cerny and Stfiz, 2019).



Beispiele fur Funktionen des angeborenen (auch innaten) Immunsystems sind die vor allem
zytokingesteuerte  Rekrutierung  weiterer Immunzellen, das Komplementsystem,
Vasodilatation und Veranderung der Gewebsdurchlassigkeit, Aufbau physikalischer Barrieren
und die Prasentation pathogener Antigene auf MHC-Molekulen (lwasaki and Medzhitov, 2015,
Cerny and Stfiz, 2019).

Dabei kann das angeborene Immunsystem bei der Erkennung von Pathogenen auf
hochkonservierte Mustererkennungsrezeptoren (Vasou et al., 2017) zurtickgreifen, auf welche

im nachsten Unterkapitel eingegangen wird.

Das adaptive oder erworbene Immunsystem zeichnet sich dadurch aus, dass spezifische
zellulare und humorale Antworten gegen definierte Antigene der pathogenen Erreger
entwickelt werden. Diese Adaption wird durch die komplexen Anpassungsmechanismen von
T- und B-Zellen erméglicht (Cerny and Stfiz, 2019). Epigenetische und metabolische
Anpassungsmechanismen der Zellen des angeborenen Immunsystems lassen
interessanterweise ebenfalls eine Anpassung in Form gedachtnisahnlicher Antworten zu,

werden aber der angeborenen Immunantwort zugeordnet (Cerny and StFiz, 2019).

1.2.2 APZ und Toll-like-Rezeptoren

Der Name der antigenprasentierenden Zellen (APZ) leitet sich von ihrer Fahigkeit ab, Antigene

gegenuber T-Zellen zu prasentieren.

Makrophagen, dendritische Zellen und B-Zellen zahlen zur Gruppe der professionellen
antigenprasentierenden Zellen und spielen somit eine entscheidende Rolle bei der Einleitung
adaptiver Immunantworten (Germic et al., 2019, Smith-Garvin et al., 2009). Erwahnenswerte
Randnotiz ist an dieser Stelle, dass auch Endothelzellen die Fahigkeit besitzen, MHC-Klasse-

II-Komplexe exprimieren zu kénnen (Mai et al., 2013).

In antigenprasentierenden Zellen werden phagozytierte Proteine lysosomal gespalten, die
entstehenden Peptide an MHC-Klasse-lI-Komplex gebunden und an der Zelloberflache an
CD4+-T-Zellen  prasentiert. Somit  bilden = MHC-Klasse-lI-Peptid-Komplexe  eine
Schlisselverbindung zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort (Mantegazza
et al., 2013).

Dendritische Zellen Ubernehmen bei dieser Verbindung eine zentrale Rolle, indem sie
periphere Gewebe lberwachen und Antigene, mit denen sie in Kontakt getreten sind, in den
nachstgelegenen sekundaren lymphatischen Organen gegenlber T-Zellen prasentieren
(Mellman, 2013).



PRRs (,pattern recognition receptors®) befinden sich entweder auf den Oberflachen oder in
Endosomen von z. B. antigenprasentierenden Zellen, neutrophilen Granulozyten bzw.
Epithelzellen. Sie dienen der Erkennung von PAMPs (,pathogen-associated molecular
patterns®) und DAMPs (,damage-associated molecular patterns*) (Vasou et al., 2017). Zu den
PRRs gehoéren die Familie der TLRs, welche unter anderem der Erkennung von Flagellin
(TLR5), LPS (Lipopolysaccharide) (TLR4) oder ssDNA (,single-stranded deoxyribonucleic
acid“) (TLR7) dienen, die RLRs (,retinoic acid-inducible gene | receptors®), die NLRs
(,nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors”) und weitere (Vasou et al.,
2017). Insbesondere die Familie der membranstandigen bzw. endosomalen TLRs ist
mittlerweile breit beschrieben in ihrer Wichtigkeit fur die Einleitung inflammatorischer Prozesse
als Reaktion auf PAMPs (Vasou et al., 2017, Li and Wu, 2021). Mit diesen inflammatorischen
Prozessen geht in DC die Produktion von Zytokinen (insbesondere Interferonen),
Chemokinen, eine Steigerung der Antigenprasentation und die verstarkte Migration in
lymphatisches Gewebe zur aktiven Gestaltung der Immunantwort einher (Vasou et al., 2017).
Ein PAMP, welches somit die Zytokinsekretion der APZ beeinflusst, beeinflusst auch die
Differenzierung der T-Zelle (s. u.). Vergleichbare Prozesse gelten auch fur die Aktivierung von

Makrophagen Uber diese Rezeptoren (Draijer and Peters-Golden, 2017, Guerriero, 2019).

B-Zellen kdnnen auf zwei Wegen aktiviert werden: Einerseits kdnnen Sie mithilfe ihres BZRs
und PRRs eigenstandig und ohne zusatzliche Stimulation durch aktivierte T-Zellen Antigene
erkennen, andererseits konnen sie durch aktivierte T-Zellen, welche vorher durch eine APZ

aktiviert wurden, aktiviert werden.

1.2.3 T-Zellen

T-Zellen werden nach ihrer Funktion in zwei verschiedene Klassen unterschieden, CD4*- und
CD8*-T-Zellen. Ob eine Vorlauferzelle nach Ausbildung der Oberflachenantigene und
Selektion nach Immuntoleranz eine héhere Affinitat zu MHC-Klasse-I- bzw. -lI-Komplexen
zeigt, entscheidet in der Ontogenese der T-Zellen letztendlich dartiber, welcher Subtyp
entsteht (Kumar et al., 2018).

1.2.3.1 CD4*-T-Zellen

CD4*-T-Zellen spielen eine wichtige Rolle im adaptiven Immunsystem. Ihre Aktivierung lasst
sich in drei Phasen einteilen, die Aktivierung, ein Uberlebenssignal und das Signal zur
Differenzierung (Smith-Garvin et al., 2009). Die Aktivierung der naiven T-Zelle erfolgt durch
eine antigenprasentierende Zelle, die mit dem MHC-Klasse-II-Peptid-Komplex an den T-Zell-
Rezeptor andockt. Im Anschluss erfolgt das Uberlebenssignal bzw. eine Kostimulation. Hierfiir

muss die T-Zelle ein weiteres Signal, welches nicht Uber den TZR vermittelt wird, erhalten.
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Dies erfolgt u. a. durch die Oberflachenantigene der APZ, CD80 und CD86, welche an das
Oberflachenantigen der CD4*-T-Helferzelle, CD28, binden. Bleibt eine zweite Stimulation aus,
tritt die T-Zelle in einen Zustand der Anergie Uber (Smith-Garvin et al., 2009). CD28 spielt
somit eine wichtige Rolle bei der Vermeidung autoimmuner T-Zell-Reaktionen (Smith-Garvin
et al., 2009). Nach erfolgreicher Aktivierung sezerniert die T-Zelle im nachsten Schritt IL-2,
dessen auto- und parakrine Wirkung eine Vielzahl von Effekten auf CD4*-T-Zellen entfaltet, in
dessen Zentrum die Funktion als Wachstumsfaktor und Stimulator fir T-Zellen steht. Es
ermdglicht somit die klonale Expansion der aktivierten T-Zelle (Smith-Garvin et al., 2009,
Luckheeram et al., 2012).

Die Zytokine im direkten Umfeld der aktivierten T-Zelle haben dabei einen Einfluss auf die
Differenzierung der CD4"-T-Zelle in verschiedene Subtypen. Dieses Zytokinmilieu wird auch
von der antigenprasentierenden Zelle mit dem Profil ihrer Zytokinsekretion mafgeblich

beeinflusst (Mosmann et al., 1986, Luckheeram et al., 2012).

Eine wichtige Funktion der aktivierten T-Zellen ist die Aktivierung von B-Zellen (welche
dasselbe Peptid Uber ihren BZR erkennen) lber die von ihnen sezernierten Zytokine (u. a. IL-
2, IL-4, IFNy) und den CD40-Liganden (Hoffman et al., 2016). Das Aufeinandertreffen der B-
Zelle und T-Zelle mit derselben Antigenspezifitdt legt den Grundstein fir die Bildung eines
Keimzentrums in sekundaren lymphatischen Organen als ersten Schritt in Richtung einer

spezifischen Antikérperproduktion (Hoffman et al., 2016).

T Zelle

Gentranskription

Makrophage

Eine Makrophage phagozytiert und verdaut Flagellin und aktiviert eine T-Zelle. Dabei erfolgen die drei Signale der T-
Zellaktivierung. Die Erkennung durch den T-Zell-Rezeptor (1), die Koaktivierung durch kostimulatorische Molekiile (2) sowie

die Aktivierung durch die von der T-Zelle und Makrophage sezernierten Zytokine (3).




1.2.3.2 Th1-Zellen

IL-12 und IFNy spielen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung zu Typ-1-T-Helfer-Zellen,
im Folgenden Th1 genannt (Luckheeram et al., 2012). Th1-Zellen leiten proinflammatorische
zellvermittelte Reaktionen ein. Dies fuhrt z. B. zur Abwehr intrazellularer Pathogene
(Luckheeram et al., 2012, Gor et al., 2003) sowie von Hypersensitivitdtsreaktionen vom
Spattyp, wie etwa die autoimmune AbstoRung von Organen (Luckheeram et al., 2012, Del
Prete, 1992). Sie sezernieren IL-2 und IFNy, jedoch kein IL-4 oder IL-5 (Del Prete, 1992).

1.2.3.3 Th2-Zellen

Far die Differenzierung zur Th2 sind vor allem die Zytokine IL-2 und IL-4 von Bedeutung.
Erwahnenswert ist, dass IL-6 die Differenzierung zu Th2 verstarkt, wahrend die
Differenzierung naiver T-Zellen zu Th1 unterdrtickt wird (Luckheeram et al., 2012). Th2-Zellen
leiten humorale adaptive Immunantworten ein, in Folge ihrer Aktivierung kommt es zur IgG1-
und IgE-Sekretion und damit u. a. zur Auslésung allergischer Reaktionen vom Soforttyp (Gor
et al., 2003). Insbesondere IL-4 flhrt in beteiligten B-Zellen zum Antikérper-Switch zu IgE
(Luckheeram et al., 2012). Wichtige sezernierte Zytokine der Th2-Zellen sind IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13, IL-10, IL-25 und Amphiregulin (Luckheeram et al., 2012). IL-2 oder IFNy werden weniger
haufig sezerniert (Del Prete, 1992).

Prinzipiell unterdriicken die von Th1- und Th2-Zellen sezernierten Zytokine die Differenzierung
naiver T-Zellen in den jeweils anderen Subtyp, gleichzeitig ist dieses Prinzip jedoch von
Ausnahmen gepragt. So flhrt das von Th2 sezernierte IL-13 beispielsweise dazu, dass
Makrophagen und DC IL-12 sezernieren, welches wiederum die Differenzierung naiver T-
Zellen zu Th1-Zellen férdert (Gor et al., 2003).

Bei der Sekretion der Zytokine IL-3, IL-6, GM-CSF, oder TNF-a Uberschneiden sich Th1- und
Th2-Zellen (Del Prete, 1992).

1.2.3.4 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen regulieren die erworbene Immunantwort (Zhang et al., 2014). Fur die
Unterdrickung allergischer Erkrankungen sind sie von grofler Bedeutung. Die
allergenspezifische Immuntherapie fuhrt zur Erhéhung ihrer Aktivitat (Akdis and Akdis, 2014,
Wambre et al., 2012). Regulatorische T-Zellen sezernieren typischerweise IL-10 und TGF-3
(Zhang et al., 2014). Aullerdem zeigen nicht-allergische Menschen mit hoher Exposition
gegenuber potenziellen Allergenen wie Bienengift oder Katzenhaar eine hohe Frequenz
regulatorischer T-Zellen (Akdis and Akdis, 2014). Foxp3 (Forkhead-Box-Protein P3) ist ein fur
regulatorische T-Zellen typischer Transkriptionsfaktor, der von mehreren Subtypen

regulatorischer T-Zellen ausgebildet wird (Zhang et al.,, 2014). Diese werden im Thymus
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(nTregs ,natural T regulatory lymphocytes”) oder aufderhalb des Thymus (pTregs, iTregs
Jnduced (peripheral) T regulatory cells*) generiert (Shevach and Thornton, 2014, Vignali et al.,
2008). Tr1 (,type 1 regulatory T cells®) sind interessanterweise Foxp3-negativ und entstehen
hauptsachlich durch die Aktivierung durch DC und deren Sekretion von IL-10 (Roncarolo et
al., 2018). Einzigartig an ihnen ist auch, dass sie ihre regulatorischen Funktionen erst durch
Aktivierung des TZR entfalten (Roncarolo et al., 2018). Somit ist IL-10 flr regulatorische T-

Zellen sowohl ein wichtiges Induktions-Zytokin als auch ein wichtiges Effektor-Zytokin.

1.2.3.5 CD8*-T-Zellen

CDB8*-T-Zellen dienen der Abwehr intrazellularer Pathogene. Sie erkennen infizierte Zellen und
entfalten ihnen gegenlber eine zytotoxische Wirkung (Zhang and Bevan, 2011). Auch sie
exprimieren einen T-Zell-Rezeptor und werden tber MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe aktiviert
(Smith-Garvin et al., 2009). Die Apoptose infizierter Zellen kénnen sie einerseits Uber die
Bindung am Fas-Rezeptor, dem sogenannten ,Todesrezeptor, einleiten oder andererseits

durch Sezernierung von Granzymen (Zelinskyy et al., 2004).

1.2.4 Zytokine

Zytokine sind von Zellen sezernierte Proteine, welche auto-, para- oder endokrine sowie pro-
bzw. antiinflammatorische Wirkungen entfalten kénnen (Zhang and An, 2007). Entsprechend
tragend ist ihre Rolle fur das Immunsystem. In der Tabelle 1 werden die zum Verstandnis
dieser Arbeit relevanten Zytokine aufgefuhrt (Kany et al., 2019, Bieber, 2020, Zhang and An,
2007, Hoffman et al., 2016).

Zytokin Hauptquelle Effekte
IL-18 Neutrophile  Granulozyten, = Makrophagen, Akute-Phase-Reaktion, Kostimulation von APZ
dendritische Zellen, Monozyten und T-Zellen, Inflammation, Hamatopoese (bei
Kostimulation mit GM-CSF)
IL-2 Th1-Zellen, NK-Zellen Proliferation aktivierter T-Zellen und B-Zellen
IL-4 Aktivierte T-Zellen B-Zell-Proliferation IgE, Stimulation
eosinophiler Granulozyten und Mastzellen
IL-5 Th2-Zellen, Mastzellen Stimulation eosinophiler Granulozyten
IL-6 Neutrophile  Granulozyten, = Makrophagen, Synergistische (mit IL-18 und TNF-a) Wirkung
dendritische  Zellen, B-Zellen, T-Zellen, auf T-Zellen, Akute-Phase-Reaktion, B-Zell-
Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen Proliferation, Thrombopoese,
IL-10 Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen, T- Entziindungshemmung, Inhibition der

Zellen (insbesondere aktivierte Th2-Zellen)

Zytokinsekretion
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IL-12 B-Zellen, Makrophagen Proliferation = NK-Zellen, IFNy-Produktion,

Stimulation der zellularen Immunantwort

IL-13 Th2-Zellen Ahnliches Aktivitatsprofii zu IL-4, betont
peripher wirksam

IFNy Aktivierte Th1- und NK-Zellen Stimulation der Expression von MHC-I auf
somatischen Zellen und MHC-II auf APZ,
aktiviert Makrophagen, neutrophile

Granulozyten, NK-Zellen, Stimulation der

zellularen Immunantwort

TNF-a Neutrophile Granulozyten, Makrophagen, Verursacht Inflammation, Schmerzen, Zelltod
dendritische  Zellen, B-Zellen, T-Zellen, und -Uberleben

Monozyten

Ubersicht der fiir diese Arbeit relevanten Zytokine

1.3 Vakzinierung und Allergie

Die Entdeckung der ,Neuen Welt und die anschlielende Einfuhr der damals in Europa
vorhandenen Infektionskrankheiten hatte in der gegen diese Krankheiten naiven Bevolkerung
Nord- und Stdamerikas ein Massensterben von regional bis zu 90 % der Bevolkerung zur
Folge (Naranjo, 1992). Dabei spielten neben Masern, Gelbfieber, Diphtherie und Typhus vor
allem die Pocken eine entscheidende Rolle (Naranjo, 1992, Patterson and Runge, 2002). Mit
dem Beginn der Impfung gegen die Pocken mit den Kuhpocken wurde durch Edward Jenner
1796 der Grundstein flr die wissenschaftliche Entwicklung von Impfstoffen/Vakzinen gelegt
(vgl. lat. vacca = Kuh) (Riedel, 2005). 1980 wurden die Pocken von der WHO flr ausgerottet

erklart.

Das Ausmafl und die Abwendbarkeit des Schadens insbesondere neu auftretender
Infektionskrankheiten durch den Einsatz von Impfungen sind angesichts der COVID19-

Pandemie der Vergegenwartigung im besonderen Male wirdige Themen.

Ansatze der Impfung gegen allergische Erkrankungen existieren bereits seit 1911 (Noon,
1911, Bachmann et al., 2020). Zwar nahm Leonard Noon noch an, es handele sich bei der
Pollenallergie um eine durch ein Toxin vermittelte Erkrankung, doch konnte er zeigen, dass
eine ,Immunisierung” gegen eine Allergie mdglich war, und legte den Grundstein fir die

allergenspezifische Immuntherapie (Noon, 1911).
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1.3.1 Typ-l-Allergie

Mit ihrem 1963 erschienenen Buch etablieten Coombs und Gell die noch heute in
medizinischen Bichern kanonisch gelehrten vier Typen der allergischen Reaktion (Gell, 1963).
Die Unterteilung in Sofort- (1), Zytotoxischen- (Il), Immunkomplex- (lll) und Spat-Typ (IV) ist
insofern zu relativieren, dass es durchaus zu Uberschneidungen zwischen den verschiedenen

Typen kommen kann (Descotes and Choquet-Kastylevsky, 2001).

Bei der in dieser Arbeit beforschten Allergie gegen Bet v 1 einem Hauptbirkenpollenallergen,

handelt es sich in erster Linie um eine Typ-I-Allergie (Wiedermann et al., 1999).

Die Typ-I-Allergie, wie sie bei der Birkenpollenallergie gegen verschiedene Epitope, darunter
vordergriindig Bet v 1, auftritt, entsteht durch eine fehlgeleitete Sensibilisierung des

Immunsystems.

Nach der Phagozytose des Allergens prasentieren antigenprasentierende Zellen dessen
Peptide den CD4*-T-Helfer-Zellen. Dabei detektiert die T-Zelle mithilfe des T-Zell-Rezeptors
das Uber den MHC-Klasse-Il-Peptid-Komplex prasentierte Epitop und wird zusatzlich durch
zwei weitere Mechanismen aktiviert: Einerseits erfolgt eine Kostimulation zwischen APZ und
T-Zelle Uber bestimmte kostimulatorische Molekule, und andererseits wird Uber I6sliche
extrazellulare Signalgeber, z. B. Zytokine (Kap. 1.2.3.1), die T-Zelle zur Differenzierung in

bestimmte Subtypen angeregt (van Ree et al., 2014).

So st IL-4 als von den Th2-Zellen sezerniertes Zytokin ein dominanter Treiber der allergischen
Reaktion. Zu seinen Effekten zahlen die Differenzierung von T-Zellen hin zu Th2-Zellen, der
Antikorperswitch von B-Zellen hin zu IgE-sezernierenden B-Zellen und die Expression von
hochaffinen IgE-Rezeptoren auf Mastzellen und basophilen Granulozyten, an welche die
produzierten allergenspezifischen IgE-Antikorper binden (Luckheeram et al., 2012). Der
entscheidende Schritt, der die IL-4-Sekretion nach der o. g. Stimulation der naiven,
allergenspezifischen T-Zellen initiiert, ist noch nicht vollstdndig verstanden (van Ree et al.,
2014). Von besonderer Bedeutung ist hier ein bestimmter Zelltyp des angeborenen
Immunsystems, welcher in allergischen Reaktionen die angeborene und erworbene
Immunantwort verbindet: In Haut und Schleimhauten lokalisierte ILC2 (innate-like lymphoide
Zellen vom Typ 2) tragen entscheidend zur Entstehung allergischer Reaktionen bei und
sezernieren gerade in der Initiationsphase allergischer Reaktionen unter anderem grofe
Mengen an IL-4 und IL-13 (Martinez-Gonzalez et al., 2015, Noval Rivas et al., 2016).

Die Antigen-Antikérper-Bindung von Allergen und IgE-Antikérpern und die folgende
Aktivierung von Mastzellen sowie basophilen Granulozyten, deren Degranulation dann

spezifische  Signalmolekile freisetzt, darunter Histamine, Prostaglandine und
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proinflammatorische Zytokine, fuhrt schlie3lich zur Entwicklung der allergischen Entziindung

mit den mit ihr assoziierten Symptomen (Abbas et al., 2021).

1.3.2 Allergenspezifische Immuntherapie

Wie oben bereits erwahnt, ist die einzige krankheitsmodulierende und nachhaltige Therapie
allergischer Erkrankungen vom Typ | die allergenspezifische Immuntherapie (AIT) (Moote et
al., 2018, Wiedermann et al., 1999, van der Valk et al., 2015).

Die AIT basiert auf der wiederholten Applikation des Allergens und einer daraus resultierenden
Hyposensibilisierung (Abbildung 2). In der Therapie von Patienten/Patientinnen mit Allergien
vom Soforttyp lasst sich die Hyposensibilisierung in zwei Phasen unterscheiden: In der
Anfangsphase verringert sich dabei die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten, basophiler
Granulozyten und Mastzellen (van der Valk et al., 2015). Aufierdem werden vermehrt
allergenspezifische IgA- und IgG4-Antikérper gebildet (van der Valk et al., 2015). In der
Spatphase erhoht sich die Aktivitat IL-10- und TGF-B-sezernierender regulatorischer T-Zellen
(van der Valk et al, 2015, Akdis et al., 2006, Wambre et al., 2012), welche die
allergenspezifische IgE-Produktion inhibieren und die allergenspezifische IgG4-Produktion
fordern. Begleitet wird dies von dem Wechsel einer Th2-Antwort zu einer ausgeglicheneren
Antwort mit mehr Th1-Anteil (Wambre et al., 2012, Moote et al., 2018). Allerdings gibt es auch
Daten, die darauf hinweisen, dass weniger allein der Wechsel einer Th2- zu einer Th1-Antwort,
sondern sogar die Verringerung beider Antworten fiir die Hyposensibilisierung von Bedeutung
sind (Akdis and Akdis, 2014). Regulatorische B-Zellen scheinen auch eine Rolle bei der
Suppression der Produktion von IgE zu spielen (Akdis and Akdis, 2014).

Die Herausforderung der allergenspezifischen Immuntherapie besteht darin, dass die
Applikation des Allergens das Risiko eines anaphylaktischen Schocks birgt (Moote et al.,
2018). Dementsprechend koénnen Erkrankungen wie beispielsweise Asthma oder
kardiovaskulare Erkrankungen, welche die Gefahrlichkeit einer systemischen Reaktion
erhéhen, Kontraindikationen der AIT darstellen (Moote et al., 2018). Wahrend die
allergenspezifische Immuntherapie eine insgesamt sichere und etablierte Therapie
allergischer Erkrankungen wie Heuschnupfen, allergischem Asthma und Hymenopteren-,
darunter Wespen und Bienen, Allergie darstellt (Moote et al., 2018, van der Valk et al., 2015),
existiert dennoch Raum zur Verbesserung. Neben dem  Ausschluss von
Patienten/Patientinnen mit Kontraindikationen bestehende Einschrankungen beinhalten die
Langwierigkeit der Behandlung mit etwaigen Ruckfallen sowie die Tatsache, dass nicht jede/r
Patient/Patientin von der Behandlung profitiert (Akdis and Akdis, 2014).
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Eine Verbesserung der Therapie durch Adjuvans-Allergen-Fusionsproteine bietet die Chance,
die Potenz der Immunmodulation zu steigern und gleichzeitig das Risiko schwerer allergischer

Reaktionen der AIT zu senken (Blanco et al., 2019).

Allergen

Y

{

Immunmodulatorische Zytokine

/& /7 Naive T Zelle
_—

-

Th2 Zelle IgE-produzierende Mast Zelle
Plasmazelle

Th1/Treg Zelle Neutralisierende IgG- & IgA-
Antikorper produzierende
Plasmazelle

Die allergenspezifische Immuntherapie fiihrt zur Hyposensibilisierung: Bei der AIT beeinflussen Th1/Treg-
Zellen die allergenspezifische Immunantwort durch Hemmung der Th2-Zellen und Hemmung der IgE- zu
Gunsten einer IgA- und IgG-Immunantwort. Die gebildeten IgA- und IgG-Antikérper haben das Potential,

Allergene zu neutralisieren, bevor diese Mastzell-gebundene IgE-Antikdrper kreuzvernetzen kénnen.

1.3.3 Adjuvantien in Vakzinen und Allergentherapeutika

Das Ziel von Impfungen ist es, B- und T-Gedachtniszellen fiir die spezifische Bekampfung von
Infektionen oder Toxinen bzw. im Rahmen der allergenspezifischen Immuntherapie fir die
Wiederherstellung der allergenspezifischen immunologischen Toleranz zu generieren
(Coffman et al., 2010, Blanco et al., 2019).

Der Weg dahin fiihrt dabei Uber die Aktivierung des angeborenen Immunsystems.
Antigenprasentierende Zellen werden u. a. Uber ihre Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)
aktiviert (Coffman et al., 2010). Die Ausschuttung von Zytokinen flhrt dann zur Rekrutierung

weiterer Immunzellen, infolgedessen es zur Aktivierung von CD4*-T-Zellen sowie B-Zellen
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kommt, von denen dann im Folgenden einige wenige als Gedachtniszellen verbleiben
(Coffman et al., 2010, Smith-Garvin et al., 2009).

Sowohl fur Viren als auch Bakterien existieren zahlreiche effektive attenuierte
Lebendimpfstoffe wie gegen beispielsweise Mumps, Masern, Rételn, Gelbfieber, Varizella und
Cholera (Minor, 2015, Cabrera et al., 2017). Fir viele Infektionskrankheiten lie3en sich
erfolgreiche Lebendimpfstoffe bisher jedoch nicht umsetzen (Coffman et al., 2010). Zentrale
Schwierigkeiten in der ErschlieBung neuer Lebendimpfstoffe sind die Gefahr der
Verursachung der Krankheit oder eine mangelnde Wirksamkeit in der Auslosung

ausreichender Immunantworten durch die abgeschwachten Erreger (Minor, 2015).

Diese Licken kénnen durch Totimpfstoffe geschlossen werden, deren wichtige Vertreter u. a.
Toxoidimpfstoffe, inaktivierte Impfstoffe, Untereinheitenimpfstoffe und Konjugatimpfstoffe sind.
Die Herausforderung bei Totimpfstoffen besteht vordergriindig in der Erzeugung einer
Immunantwort, welche zu einer langfristigen T-Zell-lmmunitat fihrt (Reed et al., 2013, Coffman
et al., 2010). Verwendung finden daher zusatzlich Adjuvantien, um die Immunogenitat zu
verstarken. Sie stellen als PAMPs ein Immunzellen-aktivierendes Gefahrensignal zur
Verflgung und verstarken dadurch sowohl die Prozessierung als auch die Prasentation der
Antigene durch die antigenprasentierenden Zellen. Coffman et al. teilen Adjuvantien in ihrem
Review in empirisch erschlossene und in auf PRR-Aktivierung abzielende Adjuvantien ein
(Coffman et al., 2010). Generell ist eine strikte Einteilung jedoch sehr schwierig, zumal es eine
stetig zunehmende Anzahl an Ansatzen gibt, wie beispielsweise mit mMRNA-Impfstoffen, in
denen die mRNA sowohl fir das Antigen transkribiert als auch selbst inharente

immunstimulatorische Funktionen besitzt (Pardi et al., 2018).

Im Folgenden soll kurz auf die bereits in der AIT eingesetzten Adjuvantien (Aluminiumsalze,

MPLA, Calciumchlorid und mikrokristallines Tyrosin) eingegangen werden.

Aluminiumsalze gehoéren zu den empirisch erschlossenen Wirkverstarkern und werden seit
1926 als Adjuvantien in einer Vielzahl von Impfstoffen, in der Mehrzahl allergenhaltiger
Praparate (Moingeon, 2012) und beispielsweise auch im inaktivierten COVID-19-Impfstoff
CoronaVac verwendet (Zhang et al., 2021). Vordergrundig ist bei ihnen die Erzeugung einer
humoralen Immunantwort mit antigenspezifischen Th1- und Th2-Antworten im Menschen.
Interessanterweise wird bei Mausen hauptsachlich eine Th2-Antwort ausgeldst (Coffman et
al., 2010). Hiermit Ubereinstimmend ist die Eignung von Aluminiumsalzen als Adjuvantien zur
Ausldsung einer allergischen Sensibilisierung im Mausallergiemodell (Dearman and Kimber,
2007). Auch im Menschen verursacht Aluminium lokale Entziindungen an der Einstichstelle
und Prostaglandin-abhangige Th2-Antworten (Hogenesch, 2012, Jensen-Jarolim, 2015). Flr

die Eignung als Adjuvans im Rahmen einer AIT bedeutet dies ein potenzielles Hindernis, da
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nicht nur Th1- sondern auch Th2-Antworten mit dieser einhergehen (1.3.2). Auch ist eine

potenzielle Toxizitat von Aluminiumhydroxid noch nicht vollstandig geklart.

Monophosphoryl-Lipid A ist eine abgewandelte Form von aus Salmonellen gewonnen
Lipopolysacchariden, welches sich aufgrund seiner gegentiber LPS reduzierten Toxizitat bei
bestehender starker immunogener Aktivierung als Adjuvans eignet (Qureshi et al., 1982,
Kwissa et al., 2007, Schulke et al., 2016). Mit der Entdeckung des TLR4-Rezeptors wurde der
Mechanismus der Aktivierung der Immunzellen bekannt (Poltorak et al., 1998). Schilke et al.
konnten in ihrer Arbeit 2016 zeigen, dass die Eignung von MPLA als Adjuvans in einem
Fusionsprotein fur die Vakzinierung gegen eine Ovalbumin-Allergie dadurch eingeschrankt ist,
dass es eine starke Th2-Aktivierung von T-Zellen bewirken kann (Schilke et al., 2016).
Gleichzeitig konnte die klinische Wirksamkeit eines Birkenpollen-Allergentherapeutikums mit
MPLA als Adjuvans gezeigt werden; neben der Verschiebung einer Th2- zu einer Th1-Antwort
und der Steigerung der spezifischen IgG-Produktion war eine Reduktion klinischer Symptome
aufgetreten (Drachenberg et al., 2001). Mit POLLINEX® Quattro ist ein Allergentherapeutikum
mit MPLA als Adjuvans in Deutschland im Zulassungsprozess und damit bedingt verkehrsfahig
(Rosewich et al., 2013). Dabei sind die Pollenallergoide an mikrokristallines L-Tyrosin
gebunden und mit MPLA adjuvantiert (Gawchik and Saccar, 2009).

Aufgereinigtes L-Tyrosin ordnet sich aufgrund seiner Polaritat in kristallinen Strukturen an. Es
wird als Adjuvans in der Form von Mikrokristallen verwendet (Gawchik and Saccar, 2009). Der
offensichtliche Vorteil des MCT (,microcrystalline tyrosine®) besteht in der evident biologischen
Abbaubarkeit der nicht-essenziellen Aminosaure L-Tyrosin. Als Adjuvans kann es die T-Zell-

Antwort verstarken und somit die Wirkung von MPLA steigern (Leuthard et al., 2018).

Kalziumphosphat stellt ein weiteres mdgliches Adjuvans dar. Bei einer zwar verringerten
Immunogenitat gegenitber Aluminium (Goto et al., 1997) besitzt es eine bessere
Vertraglichkeit und zeigt ein reduziertes Risiko der IgE-Produktion (Ickovic et al., 1983). Aktuell

wird Kalziumphosphat jedoch nicht mehr in Allergenprodukten verwendet.

Die Fusion von Antigen bzw. Allergen und Adjuvans in Fusionsproteinen bietet gegenuber der
einfachen Koadministration beider Komponenten weitere Vorteile. So flhrt sie zu einer
direkten Adressierung des fusionierten Antigens an entsprechende fir das Adjuvans
vorhandene Rezeptoren des Immunsystems (und damit die sie exprimierenden Immunzellen).
Daruber hinaus wird die Prozessierung wie auch die Prasentation des Antigens durch den
Verdau als Bestandteil eines Fusionsproteins ebenfalls stark beeinflusst (Huleatt et al., 2007,
Khan et al., 2007). Die hierbei verwendeten Adjuvantien sind vielfaltig (Blanco et al., 2019).
Das Adjuvans FlaA und das in dieser Arbeit verwendete Fusionsprotein rFlaA:Betv1 wird im

folgenden Kapitel genauer beleuchtet.
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1.4 Stimulationsproteine Bet v 1, FlaA und rFlaA:Betv1

141 Betv1

Bet v 1 ist das Hauptallergen der Birkenpollen und Teil der Bet v 1-like superfamily (Smole et
al., 2015). Interessanterweise existiert im Pflanzenreich eine Vielzahl von mit Bet v 1
verwandten Proteinen, deren gemeinsamer Vorlaufer ein Grundgerust fir die Bindung von

hydrophoben Bindungspartnern, beispielsweise Lipiden, darstellt (Radauer et al., 2008).

Im Rahmen der allergischen Erkrankung kommt es zur Ausbildung von Bet v 1-spezifischen
IgE-Antikérpern und Th2-Antworten. Wahrend der exakte zugrundeliegende Mechanismus
noch nicht in allen Details verstanden ist, zumal viele Bet v 1-ahnliche Proteine keine solchen
Effekte zeigen (Smole et al., 2010, Smole et al., 2015), konnte mit einer Veranderung der
Faltung bereits eine deutlich abgeschwachte T-Zell-Antwort bei gleichzeitiger abgeschwachter

IgE-Bindung erzielt werden (Kitzmdller et al., 2012).

Die Pravalenz der Sensibilisierung gegentber Bet v 1 betragt in der europaischen Bevolkerung
etwa 8-16 % (Biedermann et al., 2019). Nicht nur leiden die Patienten/Patientinnen unter einer
Birkenpollenallergie, auch gehen mit dieser Sensibilisierung Kreuzallergien gegen zahlreiche
Lebensmittel, darunter Apfel, Haselnuss, Pfirsich, Pflaume, Nektarine, Aprikose, Kiwi, Kirsche,
Karotte, Sellerie, Kartoffel, Soja, Feige, (Worm et al., 2014) einher. Dies liegt an der Ahnlichkeit
der Struktur der entsprechenden Zielantigene, mit welcher eine Kreuzreaktivitat der gegen Bet

v 1 sensibilisierten T-Zellen und IgE-Antikérper einhergeht (Kazemi-Shirazi et al., 2000).

1.4.2 Flagellin A

Flagellen bzw. Geiflkeln sind in der Fortbewegung sowohl gram-negativer als auch gram-

positiver Bakterien von grof3er Bedeutung (Nakamura and Minamino, 2019, DeRosier, 1998).

Flagellin als TLR5-Agonist ist ein potenter Aktivator des Immunsystems. Dabei sind fur die
Induktion proinflammatorischer Antworten und die Erkennung durch den TLR5 vor allem die
konservierten Regionen D1 und D2 erforderlich, die hypervariable Region dagegen nicht
(Hajam et al.,, 2017). Intrazellular erfolgt die Aktivierung des NLRC4-Inflammasom-
Signalweges uber eine direkte Erkennung des intrazellularen Flagellin A Gber NAIP5 (Zhao et
al., 2011). Hier sind die C-terminal lokalisierten Leucin-Reste des Flagellins fiir die volle

Aktivierung ausschlaggebend (Zhao et al., 2011).

Neben stark bindenden und TLR5-aktivierenden Flagellinen, wie z. B. Flagellin C (FliC) aus
Salmonella Typhimurium, und schwacher bindenden und TLR5-aktivierenden Flagellinen, wie

z. B. das Flagellin des Helicobacter pylori, kommen in der kommensalen Darmflora zudem
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Flagelline vor, die zwar stark am TLR5 binden kénnen, ihn jedoch weniger stark aktivieren
(Clasen et al., 2023). Diesen sogenannten ,stillen Flagelline fehlt ein allosterischer Aktivator,

um die TLR5-Bindung in ein zellaktivierendes Signal umzusetzen (Clasen et al., 2023).

Sowohl im Rahmen einer Koadministration (Skountzou et al., 2010, Hajam et al., 2017, Hajam
et al., 2013) als auch in Form von Fusionsproteinen (McDonald et al., 2007, Taylor et al., 2011,
Weimer et al., 2009, Zieglmayer et al., 2016, Schulke et al., 2014, Schulke et al., 2010, Schulke
et al., 2018, Kitzmuller et al., 2018, Turley et al., 2011) fand Flagellin bereits in mehreren
Arbeiten Anwendung als Adjuvans. Es konnte dabei gezeigt werden, dass das aus Listeria
monocytogenes gewonnene Flagellin dhnlich stark aktivierende Eigenschaften gegenuber
dem TLR5-Rezeptor dendritischer Zellen wie das oft als Referenzflagellin verwendete FliC aus
Salmonella besitzt (Schulke et al., 2010).

1.4.3 rFlaA:Betv1

Flagellin wurde bisher in mehreren Arbeiten als Adjuvans in Adjuvans-Antigen-
Fusionsproteinen verwendet, darunter unter anderem fir Impfungen gegen das West-Nil-Virus
(McDonald et al., 2007), Influenza (Taylor et al., 2011, Turley et al., 2011) oder Pseudomonas
(Weimer et al., 2009). In klinischen Phase-I- und -1I-Studien konnten beispielsweise Antikdrper
gegen den mit Flagellin fusionierten M2-lonenkanal des Influenza-Virus induziert werden,
welcher neben den stark immunogenen Antigenen Neuraminidase und Hamagglutinin ein
interessantes Ziel fur Vakzin-induzierte Immunantworten darstellt. Dabei konnte die Sicherheit
dieses rekombinanten M2e—Flagellin-Influenza-Vakzins herausgestellt werden (Turley et al.,
2011). Die immunogenen Eigenschaften des Flagellins bieten ebenfalls ein grofes Potential
in der Behandlung allergischer Erkrankungen (Schulke et al., 2010, Schulke et al., 2018,
Kitzmiller et al., 2018).

rFlaA:Betv1, ein Fusionsprotein aus Flagellin A von Listeria monocytogenes und dem
Hauptbirkenpollenallergen Bet v 1, konnte bereits in einer Ko-Kultur muriner mDC und gegen
Bet v 1 sensibilisierter CD4*-T-Zellen die allergietypische Th2-Zytokinantwort vermindern.
Darlber hinaus zeigte sich bei der Vakzinierung von Mausen mit dem Fusionsprotein in einem
Allergiemodell eine starkere Suppression der rBet v 1-spezifischen IgE-Antwort bei
gleichzeitiger Stimulation Th1-assoziierter Antikdrperproduktion verglichen mit dquimolaren
Mengen der Mixtur (Schulke et al., 2018). Bereits in einer Arbeit mit einem Flagellin-Ova-
Fusionsprotein konnte eine gegeniber der Applikation der Einzelproteine starkere adjuvante

Wirkung festgestellt werden (Bates et al., 2009).

Die Griinde daflir liegen nach Spekulation von Schiilke et al. wahrscheinlich in der verstarkten

Prasentation des jeweiligen Antigens durch APZ, da die Fusionierung mit dem TLR5-Liganden
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die Aufnahme, die Verarbeitung sowie die Aktivierung der antigenprasentierenden Zellen
steigern kann (Schulke et al., 2010). Zudem ist erwahnenswert, dass rFlaA:Betv1 ein
verglichen mit der Mixtur aus rFlaA bzw. rBet v 1 hohes Mal} an Aggregation zeigt. Diese
Aggregation tritt bei den Einzelproteinen nicht in dem Male auf und birgt ebenso das Potential
einer verstarkten Immunantwort durch die involvierten APZ (Schiilke et al., 2014, Schulke et
al., 2018).

1.5 Signaltransduktionswege in aktivierten Makrophagen

Makrophagen lassen sich durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli aktivieren, welche in der
Aktivierung verschiedener Signalkaskaden resultieren (Martinez and Gordon, 2014).
Klassische Immunsignaltransduktionskaskaden werden Uber zentrale Proteine gesteuert, wie
z. B. das Mammalian Target of Rapamycin (Byles et al., 2013, Linke et al., 2017), Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (Morrison, 2012) oder das Inflammasom (Man and Kanneganti,
2015). Gleichzeitig beschreibt der Immunmetabolismus das Phanomen der starken
Vernetzung und wechselseitigen Beeinflussung von Zellstoffwechsel und zellularer
Effektorfunktion in Immunzellen (Makowski et al., 2020, Vats et al., 2006).

Im Folgenden sollen diese, fur die vorliegende Arbeit relevanten, Signaltransduktionswege in

Makrophagen erlautert werden.

1.5.1 Immunmetabolismus

Eine Verbindung zwischen Ubergewicht und latenter chronischer Inflammation im Kérper als
Bestandteil des metabolischen Syndroms, der sog. Metaflammation, ist ein beschriebenes
Problem vor dem Hintergrund der Epidemie des Ubergewichts im 21. Jahrhundert (Saltiel and
Olefsky, 2017, Hotamisligil, 2017).

Ursachlich sind hier zumindest zum Teil die auf Zellebene ebenfalls vorhandenen direkten

Assoziationen zwischen Zellmetabolismus und Aktivierungszustand von (Immun-)Zellen.

Immunzellen durchlaufen im Rahmen ihrer Aktivierung, Differenzierung, Migration,
Proliferation und dem Ausiiben ihrer Effektorfunktionen signifikante Anderungen in ihrem
Zellmetabolismus. Hierbei ist der Gesamtmetabolismus der jeweiligen Zelle ein komplexes
Netzwerk aus vielen miteinander interagierenden anabolen und katabolen
Stoffwechselwegen, von denen die meisten im Mitochondrium konvergieren (Michaeloudes et

al., 2020). Der Kontakt von Immunzellen mit bestimmten Stimuli kann dazu fihren, dass die
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aktivierte Immunzelle die Biosynthese bestimmter Molekile oder reaktiver Sauerstoffspezies

gegenuber der Energieproduktion priorisiert (Michaeloudes et al., 2020).

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Immunzellfunktion und dem zellularen
Stoffwechselstatus ist Gegenstand des relativ neuen Forschungsfeldes

,Jmmunmetabolismus®.

Bereits 1927 zeigte Otto Warburg in Krebszellen eine Verschiebung des Zellstoffwechsels in
Richtung verstarkter anaerober Glykolyse, welche mit einer verstarkten Produktion von Laktat
aus Glucose einherging (Warburg et al., 1927). Aus Tumorzellen zurtckflieRendes vendses
Blut enthielt Laktat, welches durch gesundes Gewebe nur unter Sauerstoffmangel in den
Korper sezerniert wird (Warburg et al., 1927). Diese trotz der Verfligbarkeit von Sauerstoff
stattfindende Fermentation von Glucose zu Laktat in Tumor-Zellen bezeichnet man als
Warburg-Effekt (Warburg et al., 1927).

Im Immunsystem wurde eine Verbindung zwischen Metabolismus und Zellfunktion bereits
unter anderem fir T-Zellen, DC und Makrophagen gezeigt (Makowski et al., 2020). Aufgrund
meiner Arbeit mit und der zentralen Rolle von Makrophagen sollen die Erkenntnisse zum
Immunmetabolismus in aktivierten Makrophagen im Folgenden exemplarisch vorgestellt

werden.

Vats et al. zeigten erstmalig, dass der Metabolismus von Makrophagen deren Zytokinsekretion
beeinflusst (Vats et al., 2006, Makowski et al., 2020). Hierbei waren Fettsaurestoffwechsel und
insbesondere die B-Oxidation stark ausgepragt in sogenannten alternativ aktivierten
Makrophagen (Vats et al., 2006). Dies zeigte sich beim Vergleich von mit IL-4- gegenlber mit
IFNy- und LPS-stimulierten Makrophagen in der translatieten mRNA (erhéhte Expression
zentraler Gene der B-Oxidation und verringerte Expression proinflammatorischer Gene) und
in der Analyse der zellularen Enzyme (erhéhte Synthese von Acyl-CoA-Dehydrogenasen und
Enoyl-CoA-Hydratasen) (Vats et al., 2006). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den
sogenannten klassisch aktivierten, mit LPS und IFNy stimulierten, Makrophagen eine
verstarkte Aufnahme von Glucose und reduzierte Rate der B-Oxidation (Vats et al., 2006).
Erwahnenswert ist, dass bei der Stimulation durch IL-4 nicht nur die B-Oxidation zunahm,
sondern auch die Glucoseaufnahme, wenn auch nicht so stark ausgepragt wie bei den
klassisch aktivierten Makrophagen (Vats et al., 2006). In der Literatur werden Makrophagen
heute unterschieden in den klassisch aktivierten proinflammatorischen M1-Phanotyp und den
alternativ aktivierten antiinflammatorischen M2-Phanotyp (Martinez and Gordon, 2014). Diese
bindre  Einteilung scheitert bisweilen an der wachsenden Diversitdit von
Makrophagensubtypen, dessen Komplexitdt man mit der Abbildung auf einem flieRenden
Spektrum besser erfassen kénnte. Die Einteilung in M1- und M2-Makrophagen eignet sich

allerdings nach wie vor als hilfreiches Modell (Martinez and Gordon, 2014).
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Zentrale Stimuli, welche zu einer Differenzierung in Richtung M1-Makrophagen fihren, sind
IFNy, TNF-a und LPS (Viola et al., 2019). Die Hauptaufgaben von M1-Makrophagen sind vor
allem proinflammatorischer Natur (Viola et al., 2019). Die Sekretion einer Vielzahl
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 und die Auslésung und
Unterhaltung einer Th1-Antwort sind dabei zentral (Shapouri-Moghaddam et al., 2018,
Martinez and Gordon, 2014), wahrend auf metabolischer Seite die Glykolyse, der

Pentosephosphatweg und die Fettsduresynthese forciert werden (Viola et al., 2019).

Im Gegensatz dazu sind in M2-Makrophagen die oxidative Phosphorylierung, der Citratzyklus
und die B-Oxidation von Fettsduren von entscheidender Bedeutung fur die Effektorfunktion
dieser Zellen (Viola et al., 2019). Aktiviert werden M2-Makrophagen insbesondere durch IL-4,
IL-13, IL-10 oder Glucocorticoide (Martinez and Gordon, 2014). M2-Makrophagen sezernieren
sowohl IL-10 als auch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-18 und IL-6. Die Funktionen
der M2-Makrophagen umfassen ein scheinbar sehr breites Spektrum, darunter
antiinflammatorische immunmodulatorische Aufgaben, Phagozytose apoptotischer Zellen,
Angiogenese, Gewebsmodellierung, das Einkapseln von Parasiten sowie die Aktivierung von
Th2-Zellen (Martinez and Gordon, 2014, Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

Eine auf das metabolische Syndrom bezugnehmende interessante Erwahnung wert ist an
dieser Stelle die Tatsache, dass Fettsduren, Glucose und Insulin die Polarisierung von
Makrophagen umgekehrt genauso in einen proinflammatorischen M1-Phanotyp antreiben
kénnen (Viola et al., 2019).

In Experimenten mit mDC konnten Schiilke et al. bereits zeigen, dass die durch rFlaA:Betv1
ausgeldste Immunantwort u. a. Uber eine mTOR-vermittelte Aktivierung des Metabolismus
erfolgte (Schulke et al., 2018). Ziel dieser Arbeit war es, sowohl einen Teil der im Folgenden
erwahnten Signalkaskaden bei Aktivierung der Makrophagen durch das Fusionsprotein zu
untersuchen als auch gleichzeitig mithilfe des Profils der Zytokinsekretion rFlaA:Betv1-
stimulierter Makrophagen eine Abschatzung Uber den Polarisierungszustand der

Makrophagen zu treffen.

1.5.2 mTORC1

Mammalian Target of Rapamycin, mTOR, ist eine evolutionar hochkonservierte
Serin/Threonin-Kinase, welche als Regulator eine herausragende Funktion in einer Vielzahl
von Signaltransduktionswegen, vor allem aber im Zellmetabolismus, besitzt (Kim et al., 2017).
Damit spielt eine Fehlregulation von mTOR u. a. eine wichtige Rolle flr onkologische
Erkrankungen (Kim et al., 2017), aber auch fir die Funktion von Zellen des Immunsystems
(Linke et al., 2017).
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Rapamycin ist ein durch Streptomyces hygroscopicus synthetisiertes Antimykotikum, welches
antiproliferative und immunsuppressive Eigenschaften in Saugetierzellen besitzt (Li et al.,
2014). Die Wirkungsweise von Rapamycin wird vordergriindig durch eine partielle Inhibition
von mTOR vermittelt, indem sich mTOR dabei in einen Rapamycin-sensitiven Komplex, den
mMTORC1 und einen deutlich Rapamcyin-unempfindlicheren Komplex, den mTORC2
unterteilen lasst (Abbildung 3) (Linke et al., 2017, Li et al., 2014, Kim et al., 2017).

MTORC1 und mTORC2 férdern in Immunzellen vor allem die Syntheseleistung (Linke et al.,
2017). Dies geht mit einer erhoéhten Glykolyse, Lipidsynthese sowie der Aktivierung
mitochondrialer Funktionen einher (Linke et al., 2017). Eine weitere Funktion ist die Regulation
der Autophagozytose abhangig vom Nahrstoffstatus. Diese wird bei einem Nahrstoffmangel
durch die Inhibition von mTOR aktiviert (Jung et al., 2010). Die Funktionen von mTORC2,
welche vor allem das Uberleben der Zelle und die Organisation des Zytoskeletts einschlieRen,

sind hierbei nicht so gut verstanden, wie von mTORC1 (Linke et al., 2017).

MTORC1 wird in Immunzellen aktiviert durch Zytokine, den TZR, Wachstumsfaktoren und
PAMPs (Linke et al., 2017). Dabei werden membranstandige Rezeptoren wie
Rezeptortyrosinkinasen oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren rekrutiert, welche dann
wiederum die wichtigen Posophoinositid-3-Kinasen, kurz PI3K, aktivieren (Huang and
Manning, 2009). PI3K fuhrt zur Phosphorylierung und Aktivierung von Akt (Proteinkinase B)
(Huang and Manning, 2009). Akt hebt dann im nachsten Schritt eine Uber TSC2 (,tuberous
sclerosis complex protein 2 bzw. Tuberin) vermittelte Inhibition von mTORC1 durch den
TSC1/TSC2-Komplex auf. Es kommt zur Aktivierung von mTOR und der Bildung des mTOR-
Komplexes (mTORC) (Huang and Manning, 2009) (Abbildung 3). Erwahnenswert ist die
ebenfalls erforderliche Aktivierung von Akt durch mTORC2 (Huang and Manning, 2009).

In Makrophagen im Besonderen flihrt eine Aktivierung von mTORC1 zu einer Polarisation in
Richtung M1-Makrophagen (Byles et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass TSC1/TSC2-
defiziente, also in der Inhibition von mTORC1 defizitare, murine Knochenmarks-abgeleitete
Makrophagen eine verminderte Fahigkeit zur Auspragung des M2-Phanotyps und eine erhéhte
proinflammatorische Zytokin- sowie verringerte antiinflammatorische IL-10-Produktion
aufwiesen (Byles et al., 2013).

Schilke et al. konnten 2018 fur murine dendritische Zellen zeigen, dass fir eine Aktivierung
des Zellmetabolismus und der IL-10-Sekretion durch rFLaA:Betv1 eine Aktivierung von
mTORC1 erforderlich war. Interessanterweise war dies fiir die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine nicht der Fall (Schulke et al., 2018).

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle von mTORC1 auch im Modell der BMDMs bei

einer Aktivierung durch rFlaA:Betv1 zu untersuchen.
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Rapamycin hemmt die Aktivierung des mTORC1-Komplexes. Uber einen membransténdigen Rezeptor
erfolgt die Aktivierung von PI3 und Akt. Daraus resultiert die eine Enthemmung von mTORC1 und eine
proinflammatorische Reaktion der Makrophagen. Diese mTORC1-Aktivierung lasst sich mit Rapamycin

hemmen.

1.5.3 MAP-Kinasen und Inflammation

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen, im Folgenden MAPKSs, sind Bestandteil verschiedener
Kinase-Kaskaden und besitzen einen wichtigen Anteil an der Regulation von Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und dem Zelltod (Morrison, 2012). Sie koordinieren die zellulare
Beantwortung von extrazellularen Signalen, indem sie diese in die Zelle weitergeben und
entsprechende Signalkaskaden anstoRen (Cargnello and Roux, 2011). Die Lange dieser
Signalkaskaden hat dazu gefiihrt, dass laut Nomenklatur haufig eine MAPKKK (MAPK-Kinase-
Kinase) eine MAPKK (MAPK-Kinase) aktiviert, welche wiederum eine MAPK aktiviert
(Morrison, 2012).

Das aktuelle Paradigma der MAP-Kinasen unterscheidet dabei drei Gruppen (Morrison, 2012):

ERKSs (,extracellular signal-regulated kinases*®) haben wichtige Effekte auf das Zellwachstum

24



und -Uberleben sowie die Zelldifferenzierung (Morrison, 2012). JNKs (,c-Jun amino-terminal
kinases®) werden aktiviert durch externe Stressoren und haben wichtige Effekte auf den
Zellmetabolismus, inflammatorische Reaktionen, Zytokinsekretion sowie die Apoptose
(Morrison, 2012). Ahnliche Aufgaben lbernehmen p38/SAPKs (,stress-activated protein
kinases*). Ebenfalls durch externe Stressoren aktiviert, spielen auch sie eine Rolle bei der
Zelldifferenzierung und -regulation mit Schwerpunkt auf Inflammation und Apoptose (Morrison,
2012).

Aus Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe, in denen die MAP-Kinase-Aktivierung in
rFlaA:Betv1-stimulierten murinen mDC untersucht wurde, ging dabei ein Arbeitsmodel fir eine
durch das Fusionsprotein ausgeloste, der MAP-Kinasen-Aktivierung vorgeschaltete
Signalkaskade hervor: Im Konkreten wurde vorgeschlagen, dass das TLR-Adapterprotein
MyD88 (,myeloid differentiation primary response 88“) den Komplex aus IRAK1/IRAK2/TRAF6
(Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 1 bzw. 2/TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6)
aktiviert, welcher wiederum Uber TAK1 (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Kinase-Kinase 7)
zu einer Aktivierung der MAPK fuhrt (Moeller et al., 2019).

Zur Untersuchung des Beitrags verschiedener Typen von MAPK zur rFlaA:Betv1-vermittelten
Makrophagen-Aktivierung wurden in dieser Arbeit verschiedene Inhibitoren verwendet, die im

Nachfolgenden kurz eingeflihrt werden sollen.

SB202190 ist ein niedermolekularer Wirkstoff, welcher die p38-MAP-Kinase inhibieren kann
(Menon et al., 2011). Darliber hinaus kann SB202190 jedoch ebenfalls eine Inhibition vieler
weiterer intrazellularer Proteine, etwa der PI3-Kinase (Menon et al., 2011), bewirken, welchen
eine Bedeutung in den Bereichen Autophagozytose und Apoptose zukommt (Menon et al.,
2011). Insbesondere die p38/MAP-Kinase spielt dabei in der Regulation von Autophagozytose
eine Rolle (Menon et al., 2011).

U0126 ist ein niedermolekularer, hochspezifischer Inhibitor von MEK1/2 (Favata et al., 1998)
und blockiert damit den Ras/Raf/MEK/ERK-(,rat sarcoma/rapidly  accelerated
fibrosarcoma/mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-requlated kinases®)
Signalweg (McCubrey et al., 2007, Miranda et al., 2002). Dieser Signalweg, synonym als
ERK1/ERK2- bzw. p42/44-Signalweg bezeichnet, vermittelt extrazellulare Signale bis zur DNA
in den Zellkern und hat einen starken Einfluss auf Genexpression und Zellproliferation. In
onkologischen Erkrankungen kann er von entscheidender Bedeutung sein (McCubrey et al.,
2007). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass der ERK-Signalweg auch in der
Ausdifferenzierung von Monozyten hochrelevant ist (Miranda et al., 2002). Des Weiteren wird
durch U0126-Inhibition der TSC1/TSC2-Komplex durch Einflussnahme auf seine

Phosphorylierung beeinflusst. Der MEK/ERK-Signalweg spielt somit auch eine noch nicht
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genau erforschte Rolle in der Aktivierung von mTOR und damit des Zellstoffwechsels (Tee et
al., 2003).

MAP-Kinase-Signalwege sind eng verzahnt mit dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg, welcher als
bedeutender Zellsignaltransduktionsweg vor allem in onkologischen Erkrankungen relevant ist
(Shorning et al., 2020, Polivka and Janku, 2014, Moeller et al., 2019). Jedoch kommt diesem
Signalweg ebenfalls eine entscheidende Bedeutung im Immunmetabolismus und der
Aktivierung von Makrophagen zu (Makowski et al., 2020), welche ausschnittsweise in dieser

Arbeit untersucht werden konnte.

Von Bedeutung sind die MAP-Kinasen ebenfalls fir die Aktivierung von NF-kB (“nuclear factor
‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells”), einem fir inflammatorische Prozesse
verantwortlichen Transkriptionsfaktor, welcher fiir die Vermittlung der oben erwahnten Effekte
der MAP-Kinasen zentral ist (Schulze-Osthoff et al., 1997). Generell gilt NF-kB als

ausschlaggebend fir das Uberleben und die Aktivierung von Immunzellen (Liu et al., 2017).

Bei der Aktivierung von mDC durch das Fusionsprotein war interessanterweise eine, bislang
unbekannte, der MAP-Kinase-Aktivierung vorgeschaltete Signalkaskade als fur die Aktivierung

von NF-kB verantwortlich identifiziert worden (Moeller et al., 2019).

1.5.4 Der Inflammasom-Komplex reguliert die Produktion pyrogener Zytokine

nach Kontakt mit verschiedenen Stimuli

Inflammasome sind grofe zytosolische Proteinkomplexe, welche in einer Vielzahl von
Erkrankungen eine Rolle spielen (Man and Kanneganti, 2015). |hre Aktivierung wird durch
diverse Infektions- bzw. Stressstimuli eingeleitet, so zum Beispiel Anthrax-Toxin, PAMPs,
Bakterien, Flagellin, mikrobielle DNA und DAMPs, freigesetzte Zell-DNA, Kristalle, ROS sowie
erhdhten Kalium-Einstrom (de Zoete et al., 2014, Man and Kanneganti, 2015).

Zwei Signalwege sind fur die Funktion eines Inflammasoms erforderlich:

1. Es erfolgt das Signal fur die Produktion von pro-IL-13 bzw. pro-IL-18. Bei der
Aktivierung durch Flagellin wird dieses beispielsweise Uber den TLR5 und MyD88
vermittelt. Die Transkription und Translation von pro-IL-13 wird dann Uber eine, den
oben genannten Proteinen nachgeschaltete, NF-kB-Aktivierung vermittelt. (Man and
Kanneganti, 2015).

2. Je nach urspringlichem Signal fihren verschiedene Wege Uber die zugehorigen
Sensorproteine zu dem Zusammenbau des zugehdrigen Inflammasoms (s. u.). Das

Resultat ist unter anderem die proteolytische Spaltung von pro-IL-1 bzw. pro-IL-18 in
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deren aktive Formen IL-13 bzw. IL-18 durch die Caspase 1 (Man and Kanneganti,
2015). Dabei bildet das auf den jeweiligen Stimulus abgestimmte Sensorprotein einen
Komplex mit ASC (,apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD"),
einem Adapterprotein, welches die Aktivierung und Bindung an die Caspase 1
vermittelt (Abbildung 4).

Der Zusammenbau des NLRC4-Inflammasoms wird gemaR seiner Spezialisierung
typischerweise durch Typ-llI-Sekretionssysteme bestimmter Bakterien oder Flagellin aktiviert
(Zhao et al.,, 2011, de Zoete et al.,, 2014, Man and Kanneganti, 2015). Das NLRP3-
Inflammasom ist weniger stark spezialisiert und reagiert auf eine sehr breite Vielfalt
verschiedener PAMPs und DAMPs (Man and Kanneganti, 2015). Erwahnenswert ist zudem,
dass es zwischen dem NLRP3- und dem NLRC4-Inflammasom Wechselwirkungen gibt,
welche eine Uberbriickung des jeweils anderen Weges ermdglichen kénnen (Qu et al., 2016).
Z-VAD-FMK ist ein Pancaspase-Inhibitor. Dementsprechend flihrt er neben der Inhibierung
der Caspe-1 und der damit einhergehenden Inhibition der IL-1B- und IL-18-Sekretion (Lipinska
et al., 2014, Li et al., 2019) zur Inhibition weiterer proinflammatorischer Prozesse; so konnten
Lipinska et al. zeigen, dass die Zugabe zu einer mit LPS stimulierten Vollblutkultur zur
Inhibition der Sekretion der Zytokine TNF-a, IL-8 und IL-6 flhrt, was die Autoren auf die
Inhibition pro-apoptotischer Caspasen zurlckfihrten (Lipinska et al., 2014). Die Mechanismen,
mit denen Z-VAD-FMK die Aktivierung von Makrophagen beeinflusst, sind noch nicht
umfanglich verstanden (Li et al., 2019). Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Beteiligung
des Inflammasoms fiir die mit dem Fusionsprotein aktivierten Makrophagen zu untersuchen.
In der Abbildung 4 dargestellt ist ebenfalls die der durch das Inflammasom ausgeldsten
Sekretion von IL-13 vorgeschaltete Aktivierung von NF-kB, hier beispielhaft dargestellt als
Ergebnis der MPLA-vermittelten TLR4-Aktivierung.
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Der Inflammasom-Komplex reguliert die Produktion pyrogener Zytokine nach Kontakt mit verschiedenen

Stimuli: Die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (hier am Beispiel von TLR4) fiihrt Gber die Aktivierung von NF-
KB zur Transkription von pro-IL-1B. Fur die Aktivierung des NLRP3-Inflammasom-Komplexes ist der Ausstrom

von Kalium-lonen ein potenter Ausldser. Pro-IL-1B wird durch den Inflammasom-Komplex in die aktive Form
gespalten.
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1.6 Immunologische Merkmale der untersuchten Mausstamme

C57BL/6-Mause sind ein weit verbreiteter Mausstamm in der biomedizinischen Forschung, in
welcher sie wegen der robusten Einleitung von Immunantworten gegen viele Antigene oft
Verwendung finden (Song and Hwang, 2017). Fir mechanistische Untersuchungen stehen
eine grof3e Anzahl an gendefizienten oder genmodifizierten Mausstdammen auf dem C57BL/6-
Hintergrund zur Verfuigung. Die von C57BL/6-Mausen gebildeten Immunantworten sind jedoch
haufig Th1-gepragt und fur die Untersuchung allergischer, Th2-dominieter, Immunantworten
nicht optimal geeignet. BALB/c-Mause hingegen eignen sich als Mausstamm fur die
Etablierung von Allergiemodellen (z. B. fur die Sensibilisierung mit Bet v 1), da sie oft
vergleichsweise hohe IgE-Spiegel gegen die applizierten Allergene bilden (Bauer et al., 1997).
Die intraperitoneale Applikation von Allergenen mit und ohne Adjuvans bei Mausen ist ein
bewahrtes Allergiemodell und die damit einhergehende Sensibilisierung kann bei BALB/c-
Mausen starker ausfallen als bei C57BL/6-Mausen (Conrad et al., 2009). Vor diesem
Hintergrund erfolgten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Erforschung der
Aktivierung der Makrophagen durch das Fusionsprotein in erster Linie unter Verwendung von
Zellen, die aus C57BL/6-Mausen differenziert wurden; flr das Ko-Kultur-Experiment zur
Untersuchung der Th2-modulierenden Eigenschaften der rFlaA:Betv1-stimulierten

Makrophagen wurden aus BALB/c-Mausen isolierten T-Zellen und Makrophagen verwendet.
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2 Material

2.1 Grundmaterialien

Grundmaterialien

Entsorgungsbeutel 200x300 mm

Carl Roth

Eco Nitrile PF 250 Handschuhe Category Il|

ecoShield

Falcon Tube CELLSTAR Testrohrchen 50 ml

Greiner Bio-One

Falcon Tube CELLSTAR Testrohrchen 15 ml

Greiner Bio-One

Reaktionsgefal 1,5 ml Sarstedt
Reaktionsgefalt 200 pl Simport
Reaktionsgefall Safe-Lock GefaR Biopur 1,5 mi Eppendorf
Reaktionsgefalt Eppendorf Tube 5 ml Eppendorf
Spritze Luer Lock Injekt 10 ml Braun
Spritze Luer Lock Injekt 5 ml Braun
Rotilabo Abdeckfolien Mikrotestplatten 50 pm unsteril Carl Roth
Rotilabo Aluminiumfolie 30 um Carl Roth

Nadelcontainer sharpsafe 4 |

Frontiermedicalgroup

Pipettierreservoir unsteril 25 ml

Argos

Prazisionsreinigungstiicher

Kimberly-Clark

Kanile 0,45x25 mm Sterican Braun
Rotilabo Signal Timer mit Zeituhr Carl Roth
Mikrotestplatte 96 Well, F Sarstedt
Glaser

Duran 50 ml Schott
Duran 100 ml Schott
Duran 250 ml Schott
Duran 400 ml Schott
Duran 500 ml Schott
Duran 1000 ml Schott
Erlenmeyerkolben 300 ml Schott
Pipetten

Elektrische Multistepmultipipette Xplorer, 50-1200 pl Eppendorf
Multipette plus Eppendorf
Reference, 0,1-10 pl Eppendorf
Reference, 0,5-20 pl Eppendorf
Reference, 10-20 pl Eppendorf
Reference, 10-100 pl Eppendorf
Reference, 50-200 pl Eppendorf
Reference, 100-1000 pl Eppendorf
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PIPETBQOY 2 acu

Integra Biosciences

Multipipette FINNPIPETTE F2, 1-10 pl

Thermo Scientific

Multipipette FINNPIPETTE F2, 5-50 pl

Thermo Scientific

Multipipette FINNPIPETTE F2, 30-300 pl

Thermo Scientific

Pipettenspitzen

epT.l.P.S. PCR clean, 0.1-10 L S, 34 mm Eppendorf
epT.l.P.S. PCR clean, 0.5-20 pyL L, 46 mm Eppendorf
epT.l.P.S. PCR clean, 2-200 L, 53 mm Eppendorf
epT.L.P.S. PCR clean, 50-1,000 pL, 71 mm Eppendorf

Serologische Pipette Cellstar, 5 mlin 1/10 ml

Greiner Bio-One

Serologische Pipette Cellstar, 10 ml in 1/10 ml

Greiner Bio-One

Serologische Pipette Cellstar, 25 ml in 2/10 ml

Greiner Bio-One

Finntip, 10 pl

Thermo Scientific

Finntip, 300 pl

Thermo Scientific

ELISA Grundmaterialien

ELISA-Platte, ,High Binding"

Sarstedt

FCS

Sigma-Aldrich

PBS-FCS 10 %

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

PBS ohne Ca u. Mg., pH 7.1

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

Coating Puffer | 8,49 g NaHCO3, 3,56 g Na,COs, pH 9,5

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

Coating Puffer Il 0,2 M Na-Phosphat, pH 6,5

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

Coating Puffer 10 x

eBioscience

TMB kit

BD Biosciences

Citratpuffer, pH 3,95

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

H20, 30 %

Carl Roth

Waschpuffer PBS mit 0,05 % Tween 10

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

EtOH 70 %

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

ELISA, Katalognummer Hersteller
IL-1B

Capture, 14-7012-85 eBioscience
Detektion, 13-7112-85 eBioscience

Rekombinanter, lyophilisierter IL-18 Standard

BD Biosciences

Streptavidin HRP

BD Biosciences

IL-2
Capture, 503702 BioLegend
Detektion, 503804 BioLegend

Rekombinanter, lyophilisierter IL-2 Standard

BD Biosciences

Avidin-HRP (Enzymkonzentrat)

BD Biosciences

IL-5

BD OptEIA ELISA Set, 555202

BD Biosciences
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Rekombinanter, lyophilisierter IL-5 Standard

BD Biosciences

Streptavidin HRP

BD Biosciences

IL-6
Capture, 14-7061-85 eBioscience
Detektion, 13-7062-85 eBioscience

Rekombinanter, lyophilisierter IL-6 Standard

BD Biosciences

Streptavidin HRP

BD Biosciences

IL-10

Development Kit, #900-T53

Peprotech

Streptavidin HRP

BD Biosciences

IL-13

Ready-SET-Go!, 88-7137-22

eBioscience

Rekombinanter, lyophilisierter IL-13 Standard

BD Biosciences

Avidin-HRP (Enzymkonzentrat)

eBioscience

IFNy

BD OptEIA ELISA Set, 555138

BD Biosciences

Rekombinanter, lyophilisierter IFNy Standard

BD Biosciences

Streptavidin HRP

BD Biosciences

TNF-a
Capture, 14-7325-85 eBioscience
Detektion, 13-7326-85 eBioscience

Rekombinanter, lyophilisierter TNF-a Standard

BD Biosciences

Streptavidin HRP

BD Biosciences

Western Blot

Mini Trans-Blot Zelle

Bio-Rad

Spannungsgerat Biometra Power Pack P25

Biotron

SDS Laufpuffer

Pau-Ehrlich-Institut Fachgebiet 3/3

SDS 10 % unsteril

Pau-Ehrlich-Institut Fachgebiet 3/3

Tris / HCL

Pau-Ehrlich-Institut Fachgebiet 3/3

Gelcode Blue Safe Protein Stain, 3,5 |

Thermo Fisher Scientific

SeeBlue Plus2 vorgefarbter Proteinstandard

Thermo Fisher Scientific

Nahrmedium

Nahrmedium 500 ml RPMI - 1640 ohne L-Glutamine

Gibco

Fotales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich

5 ml SP-Losung + L-Glutamin

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

2 ml L-Glutamin (2 mM final conc.)

Sigma-Aldrich

1,75 pl B-Mercaptoethanol

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

5 ml Hepes 1M, pH 7,9

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

5 ml Natriumpyruvatlésung

Sigma-Aldrich

Murines M-CSF 10 pg/ml in PBS, 0,2% BSA

Peprotech

Penicillin

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche
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Streptomycin

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

Zellgewinnung aus Knochenmark

RBC (Red Blood Cell Lysis Buffer) NH4Cl, 0,86 %

Pau-Ehrlich-Institut Fachgebiet 3/3

Zellschaber M, steril, L = 30 cm

Techno Plastic Products AG

Zahlkammer, Neubauer 0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm?

LO Labor Optik

Trypanblau 0,4 % in PBS

Pau-Ehrlich-Institut Fachgebiet 3/3

Zellkulturflasche 75 ml, 75 cm?

Greiner Bio-One

Zellkulturplatte 24 Well, Standard F

Sarstedt

MACS

MACS-Puffer, pH 7,2

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

CD4 T Zell Isolationskit

Miltenyi Biotec

LS Séulen MACS

Miltenyi Biotec

MACS Multistander

Miltenyi Biotec

MACS Trennmagnet

Miltenyi Biotec

Chemikalien weitere

Schwefelsaure 25 %, reinst

Carl Roth

Schwefelsaure 6 mol/l - 12 N, UN 2796

Bernd Kraft

Reinstwasser

Paul-Ehrlich-Institut Medienkiiche

Terralin protect, 2 | Flasche Schiilke & Mayr
Terralin liquid, 1 | Flasche Schiilke & Mayr
Inhibitoren

Rapamycin Invivogen
SP600125 Invivogen
SB-202190 Invivogen
u0126 Cell Signaling Technologies
ZVAD Invivogen
Gerite

Thermomixer compact Eppendorf
Roller Mixer Stuart

Schittler Duomax 1030 Heidolph
Schiittler REAX 2000 Heidolph

Elisawascher, Auto Plate Washer ELx405

BioTek Instruments

Elisadruckmodul, Valve Module

BioTek Instruments

Elisawascher Pumpe

BioTek Instruments

Schiittler MS1 Minishaker IKA

Micro Zentrifuge Qualitron
Zentrifuge Multifuge 1 S-R tabletop Heraeus
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus
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Schiittelinkubator fir Platten, Thermostar Shaker Incubator

BMG Labtech

Scanner Canoscan 8400F

Canon

Microplate Reader SpectraMax Plus 384

Molecular Devices

Spectrophotometer ND-1000 Nanodrop
pH-Meter Seven Easy S20 Mettler Toledo
Laborabzug Exploris EcoPlus Kéttermann
Waage Explorer Pro Ohaus
Waage LE2202S Sartorius
horizontaler Tischautoklav Systec DX-65 Systec
Mikroskop Zeiss Axioskop Zeiss
Mikroskop Zeiss Telaval 31 Zeiss

Sicherheitswerkbank der Klasse 2 Sterilgard 11l Advance

The Baker Company

Wasserbad

Kéttermann

Brutschrank BBD 6220

Kendro Laboratory Products

LSR Il Durchflusszytometer

BD Biosciences

Assays

Glucose Assay Kit

Sigma-Aldrich

Software

FlowJo Software, Version 7

BD Biosciences

Graphpad Prism, Version 7.04 - 9

Graphpad Software, Dotmatics

Excel Microsoft
Endnote 20 Clarivate
Omnigraffle The Omni Group

Durchflusszytometrische Messungen

CD14 APC

BioLegend

CD11b Pacific Blue

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

F4/80 PeCyanine5 eBioscience
CD40 FITC BioLegend
TLR5 PE BioLegend
Cell Staining Buffer BioLegend
OneComp Kompensations-Beads Invitrogen

LSR Il flow cytometer

BD Biosciences




2.2 Stimulationsproteine

Die zur Stimulation verwendeten Proteine rBet v 1 (Siebeneicher et al., 2014) , rFlaA (Schulke
etal., 2010) und rFlaA:Betv1 (Schulke et al., 2018) entstammten der Arbeitsgruppe Molekulare
Allergologie am Paul-Ehrlich-Institut und wurden vor Beginn dieser Arbeit als rekombinante
Proteine in E. coli-Bakterien mithilfe des Plasmidvektors pET15b synthetisiert. Die Copy-DNA-
Sequenz fir Flagellin entstammt dem Bakterium Listeria monocytogenes (Schulke et al.,
2018).

2.3 Inhibitoren

Um die zugrundeliegenden Mechanismen der Makrophagen-Aktivierung durch das
Fusionsprotein zu beleuchten, wurden folgende Inhibitoren verwendet: Rapamycin,
SB202190, U0126, Z-VAD-FMK.

Rapamycin (Invivogen, Toulouse, Frankreich, Inhibitor des mTOR-(,mammalian target of
rapamycin“) Komplexes 1), SB202190 (Invivogen, Toulouse, Frankreich, Inhibitor der p38-
MAP-Kinase), U0126 (Cell Signaling Technology, Leiden, Niederlande, Inhibitor der MEK1/2-
MAP-Kinase), Z-VAD-FMK (Invivogen, Toulouse, Frankreich, Inhibitor der Caspase 1).

2.4 Software

Die Analyse der durchflusszytometrischen Messungen wurde mittels mitgelieferter Software
FlowJo der Firma BD Biosciences durchgefiihrt. Die Sammlung der Daten erfolgte mittels
Excel, Microsoft. Die statistische Auswertung sowie die Anfertigung der Diagramme erfolgte
mittels Graphpad Prism, Dotmatics. Die Literatur wurde wahrend der Arbeit mittels Endnote,
Clarivate, verwaltet. Die Abbildungen wurden mit Omnigraffle, The Omni Group fir Macintosh,

angefertigt.
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3 Methoden

3.1 Gewinnung Knochenmarks-abgeleiteter Makrophagen

3.1.1 Mause

Fir die Experimente wurden die Mausstdmme BALB/c und C57BL/6 verwendet. Die Haltung
sowie die Toétung der Mause erfolgte am Paul-Ehrlich-Institut in Ubereinstimmung mit den
Vorgaben des deutschen Tierschutzgesetzes und mit Genehmigung des
Regierungsprasidiums Darmstadt. Die Mause (gezichtet von Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME, USA) wurden am Paul-Ehrlich-Institut fir den Haltungszeitraum unter
keimreduzierten Bedingungen von mindestens 4 Wochen gehalten bevor sie den
Experimenten zugeflihrt wurden, um stressbedingte Einflussfaktoren in Folge des Transportes

zu reduzieren.

3.1.2 Gewinnung der Knochenmarkszellen

In der Fachliteratur wird das folgende Verfahren als ,purification of bone marrow-derived
macrophages* beschrieben und dient zur Generierung und Aufreinigung von Makrophagen
aus Knochenmark. Hierflir werden die Knochenmarkszellen aus den Beinknochen, also Femur
und Tibia, der Mause Uber einen bestimmten Zeitraum mit M-CSF (,macrophage colony-
stimulating factor®) stimuliert, sodass diese sich zu Makrophagen ausdifferenzieren
(Weischenfeldt and Porse, 2008).

Im Folgenden wird dieses Verfahren im Detail beschrieben.

Die Mause wurden zwecks Gewinnung des Knochenmarks durch Genickbruch getotet. Im
Anschluss wurden von jedem Bein Femur sowie Tibia mithilfe von Praparierschere und
Pinzette freigelegt und die Knochenenden mit der Praparierschere abgetrennt. Das
Knochenmark wurde mit 4 ml Nahrmedium mithilfe der Kantile und der 5 ml Spritze in eine 100
mm Petrischale herausgesplilt. Nach erneuter Durchmischung des Knochenmarks mittels 5
ml Pipette wurde das Knochenmark in das 50 ml Falcon-Gefal® Gberflihrt. Die Petrischale
wurde dabei erneut mit 2 ml Nahrmedium ausgewaschen, um die verbliebenen Zellen
ebenfalls zu erfassen. Das Falcon-Gefald wurde darauffolgend 5 Minuten bei 1100 RPM
zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 3 ml RBC
(,red blood cell lysis buffer”) eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert, um die Erythrozyten
zu lysieren. Daraufhin wurden die Zellansatze zu 10 ml mit Nahrmedium aufgefullt, um die
Reaktion zu stoppen, und erneut 5 Minuten bei 1100 RPM zentrifugiert. Es folgte erneut das

AbgieRen des Uberstandes und das Resuspendieren in 5 ml Makrophagen-Medium.
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Nun wurde die Zellzahl der gewonnen Knochenmarkszellen mithilfe der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 20 pl entnommen und diese 1:8 mit Trypanblau 0,4 % in
PBS verdinnt. Diese Farbung ermoglicht die Unterscheidung lebendiger von toten Zellen, da

sich letztere stark dunkelblau anfarben.

Die Knochenmarkszellen wurden dann zu 2*10%6 Zellen / 100 mm Petrischale in je 10 ml

Makrophagen-Medium ausgesat.

3.1.3 Ausdifferenzierung der Makrophagen

Zur Ausdifferenzierung wurden die Makrophagen im Brutschrank unter Bedingungen von 37
°C, 5 % COz und 80 % rel. Luftfeuchte inkubiert. Dabei wurden sie nach folgendem Schema
mit M-CSF stimuliert:

Beim Aussahen am Tag 1 wurde dem Medium M-CSF in der finalen Konzentration von 20
ng/ml beigefligt. Am Tag 3 wurden weitere 10 ml Medium mit 20 ng/ml M-CSF hinzugeflgt.
Am Tag 6 und 8 wurden jeweils 10 ml Medium vorsichtig abpipettiert, ohne die Zellen am
Boden der Petrischale zu stéren, und erneut 10 ml Medium mit 20 ng/ml M-CSF hinzugefugt.
Am Tag 10 wurden 10 ml Medium abpipettiert und erneut 10 ml Medium mit 5 ng/ml M-CSF
hinzugefiigt. Durch dieses Verfahren wurde einerseits ein konstantes Angebot an M-CSF flr
die Zellen zur Verfigung gestellt, andererseits wurden Zellen, welche sich aufgrund
mangelnder Ausdifferenzierung nicht an der Schale angehaftet hatten, aus den Petrischalen

herausgenommen.

3.2 Stimulation und Pra-Inhibition der Makrophagen

Nach 10 Tagen der Ausdifferenzierung wurden die Makrophagen am Tag 11 geerntet und zur
Stimulation in 24-Well-Platten Gberflhrt.

Um die ausdifferenzierten Makrophagen vom Boden der Petrischale zu l6sen, wurde das
Kulturmedium zunachst abgegossen und die Petrischale mit 8 ml PBS mit einer Temperatur
von 6 °C gesplilt. Zusatzlich dazu wurden die Zellen im Anschluss mithilfe eines Zellschabers

vom Boden der Schale abgeldst.

Die Makrophagen einer Maus wurden darauf, mit je 5 ml Nahrmedium pro Petrischale, in einem
50 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt, erneut bei 1100 RPM und 5 Minuten zentrifugiert und

im Anschluss in 3 ml frischem Medium resuspendiert.
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Die Zellzahlbestimmung erfolgte erneut mit einer Neubauer-Zahlkammer und Trypanblau-

Farbung.

Die verwendeten Stimulationsproteine wurden von der Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellt
(Kapitel 2.2)

3.2.1 SDS-PAGE der Stimulationsproteine

Zur erneuten Uberpriifung der Stimulationsproteine im Rahmen der Doktorarbeit wurde eine
SDS-PAGE durchgefihrt.

Die SDS-PAGE (,sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis®) ist ein
Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer GréRRe. Das zugrundeliegende Prinzip
besteht in der Reduktion und Denaturierung der Proteine, die durch die anschlie’ende
Inkubation im Gelpuffer in aquivalenten Ladung/Masse-Verhaltnissen im elektrischen Feld
durch das Gel migrieren. Aufgetrennt werden sie dementsprechend nach ihrer GroRRe, die

dariber entscheidet, wie schnell sie sich durch die Poren des Gels bewegen (Laemmli, 1970).
Herstellung des Trenn- und Sammelgels:

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein Trenngel bzw. Sammelgel nach Laemmli mit einer
Konzentration von 15 bzw. 5 % Acrylamid verwendet (Tabelle 3). Zur Herstellung wurden dabei
Methylenbisacrylamid, Trenngel- bzw. Sammelgel-Puffer (Tris
[Tris(hydroxymethyl)aminomethan], pH 8,8 bzw 6,8), Wasser sowie SDS-Puffer in einem
Erlenmeyerkolben gemischt. Die Polymerisationsreaktion wurde dann durch die Zugabe von
TEMED (Tetramethylethylendiamin) und APS (Ammoniumperoxodisulfat) gestartet. Die

verwendeten Materialien wurden entsprechend Tabelle 3 eingesetzt.

Tris pH 6,8 Tris pH 8,8 Acrylamid APS TEMED Reinstwasser Gesamt
(30%) (20mg/l)
Sammelgel 3ml - 2ml 0,5 ml 24 ul 6,5 ml 12 ml
Trenngel - 4,6 ml 9ml 0,36 ml 24 ul 4,2 ml 18 mi

Nach dem Starten der Reaktion wurde das Trenngel zwischen die Trennwande der
Elektrophoresekammer gegeben und flr die Dauer der Polymerisation mit Isopropanol
Uberschichtet, um den Meniskus blasenfrei zu halten. Nach 2 Stunden wurde dann das

Trenngel aufgetragen und der zugehoérige Probenkamm eingesetzt. Nach weiteren zwei
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Stunden der Polymerisation wurde das Gel Uber Nacht in mit Reinstwasser getrankten

Tuchern bei 4 °C gelagert.
Proteine:

Konkret wurden dazu die Proteine rBet v 1, rFlaA, rFlaA + rBet v 1, rFlaA:Betv1 in Probenpuffer
geldst und zwecks Denaturierung bei 95 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Proteine in (3-
Mercaptoethanol inkubiert, um Disulfidbriicken zu reduzieren und auf diese Art und Weise

aufzubrechen.
Elektrophorese:

Am nachsten Tag erfolgte dann der Auftrag der Proben und des Molekulargewichtsmarkers in
die Kammern. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 200 V durchgeflihrt, bis die

erste Lauffront des Molekulargewichtsmarkers das untere Ende des Gels erreicht hatte.
Farbung:

Die Farbung der Gele erfolgte mithilfe des Farbstoffs Gelcode Blue auf dem Schuttler bei einer
zweistlndigen Inkubation. Anschliefend wurde der Hintergrund des Gels durch Waschen mit

Wasser entfarbt und das Gel eingescannt.

3.2.2 Stimulation

Um die Aktivierung der Knochenmarks-abgeleiteten Makrophagen mit dem Fusionsprotein aus
rekombinantem Bet v 1 und FlaA in ein Verhaltnis zu den notwendigen Kontrollen zu setzen,
wurden die Zellen zusatzlich mit aquimolaren Mengen an rBet v 1, rFlaA, rFlaA + rBet v 1

sowie LPS als Positivkontrolle stimuliert.

Stimulationsprotein Konzentrationen [ug/ml]

LPS 10

rBet v 1 10 1 0,1

rFlaA 17,4 1,74 0,174
rFlaA + rBet v 1 10+17,4 1+1,74 0,1+0,174
rFlaA:Betv1 27,4 2,74 0,274

Die Stimulation der BMDMs mit rBet v 1 und rFlaA erfolgte in der Mixtur mit gegeniiber dem

Fusionsprotein dquimolaren Konzentrationen
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In jede Kavitat einer 24-Well-Platte wurden nun 6,4*10"5 Zellen/ml in einem Volumen von 500
Ml gegeben. Unter Bericksichtigung der Stimulantien, die darauffolgend hinzugegeben
wurden, wurde so die Zellkonzentration bei einem Gesamtvolumen von 1 ml auf 3,2*10"5

Zellen/ml eingestellt.

Die Makrophagen wurden im Anschluss fir einen Zeitraum von 3,5 Tagen im Brutschrank bei
37 °C, 5 % CO2 und 80 % rel. Luftfeuchte inkubiert.

3.2.3 Inhibition

Fir die pra-stimulatorische Inhibition der spezifischen Signaltransduktionswege, welche bei
Aktivierung durch das Fusionsprotein untersucht wurden, wurden die Makrophagen 90

Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor vorinkubiert.
Es wurden im Folgenden beschriebene Inhibitoren verwendet.

Rapamycin als wichtiger Inhibitor des mTOR-Signaltransduktionsweges, U0126 sowie
SB202190 als wichtige Inhibitoren des MAP-Kinasesignaltransduktionsweges und ZVAD (Li et
al., 2019) als Inflammasom-Inhibitor (Tabelle 4).

Inhibitor Konzentration [nM]

Rapamycin 0,1 1 10
uUo0126 0,1 1 10
S$B202190 600 6000 60000
Z-VAD-FMK 0,01 0,1 1

Konzentrationen der verwendeten Inhibitoren

3.3 Ko-Kultur Experimente

Um die Wechselwirkung Bet v 1-spezifischer Th2-T-Zellen und Makrophagen bei Stimulation
mit dem Fusionsprotein zu untersuchen, wurden diese in Ko-Kultur gebracht.

3.3.1 Generierung Bet v 1-spezifischer, Th2-geprimter T-Zellen

Samtliche Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Fur die Generierung Bet v 1-
spezifischer T-Zellen wurden 10 BALB/c-Mause im Alter von 12 Wochen Uber einen Zeitraum

von 4 Wochen gegen rBet v 1 sensibilisiert. Daflir wurden zwei intraperitoneale Injektionen mit
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je 10 ug rBet v 1 + 2 mg Aluminiumhydroxid in 200 pyl PBS im Abstand von zwei Wochen
appliziert. Dementsprechend wurde die Ko-Kultur 2 Wochen nach der zweiten Injektion

angesetzt.

Dafir wurden die Mause durch Genickbruch getétet und die Milzen mithilfe des
Praparationsbestecks steril aus der Maus prapariert. Die Kapsel der Milz wurde dabei
ebenfalls abgeldst. Im nachsten Schritt wurden dann die Milzen mit dem Stempel einer 5 mi

Spritze zermahlen.

Es folgte die magnetische Zellseparation (MACS, ,magnetic-activated cell sorting®) zur
Selektion der CD4*-T-Zellen nach dem Herstellerprotokoll von Miltenyi Biotec. Im Anschluss

daran konnten diese Zellen gezahlt werden (siehe 3.1.2).

3.3.2 Ansetzen der Ko-Kulturen

Zum Ansetzen der Ko-Kulturen wurden 6,3*10"5 CD4*-T-Zellen und 5*10"5 BALB/c-
Makrophagen pro 500 ul Gesamtvolumen in 48-Well-Platten in Kultur gebracht. Die Stimulation
erfolgte mit den gleichen Proteinen wie in der Makrophagenkultur, jedoch in abweichender
Konstellation: Um den Effekt des Fusionsproteins auf die allergenspezifische Immunreaktion
der Ko-Kultur zu untersuchen, wurden Zellen nur mit rBet v 1 (Positivkontrolle zur
Restimualtion der erzeugten Bet v 1-spezifischen T-Zellen), mit rFlaA:Betv1 (Wirkung des
Fusionsprotein auf die T-Zellen) oder mitrBet v 1 + rFlaA + rBetv 1 und rBet v 1 + rFlaA:Betv1
(Untersuchung der Modulation rBet v 1-induzierter T-Zellantworten durch entweder das
Fusionsprotein oder Flagellin) stimuliert. Die Mengen an rBet v 1 und rFlaA im Fusionsprotein

und Proteinmixturansatz waren dabei dquimolar zueinander (Tabelle 6).

Die Stimulation erfolgte unter denselben Bedingungen wie die Makrophagenstimulation.
Abweichend davon wurde jedoch bereits nach 24 h vorsichtig 50 ul des Uberstandes zwecks

Untersuchung von IL-2 abgenommen.
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Stimulationsprotein Konzentrationen [ug/ml]

LPS 10

rBet v 1 2 10 20
rFlaA:Betv1 5,48 27,4 54,8

rBetv 1 + rFlaA + rBet v 1 2+2+3,48 10+10+ 17,4 20+20 + 34,8
rBet v 1 + rFlaA:Betv1 2+548 10 + 27,4 20 + 54,8

Die Stimulation der Ko-Kultur mit rBet v 1 und rFlaA erfolgte in der Mixtur mit gegeniiber dem

Fusionsprotein dquimolaren Konzentrationen

3.4 Aliquotieren der Uberstinde

Zur Auswertung der Uberstande wurden diese zu je 250 ul auf mehrere unbeschichtete 96-
Well-Platten Uberfuhrt. Hierbei wurden jeweils 1 ml Stimulationsansatz auf vier 96-Well-Platten
zu 250 ul/Well Ubertragen, sodass zur besseren Steuerung jedes Experiment in Kopie auf 4
Platten vorhanden war, darunter die letzte der 4 Platten mit den am Wellboden befindlichen
Zellen. Nachdem die Platten mit Folie abgedeckt wurden, wurden diese bei -20 °C eingefroren.

Die Messung des Warburg-Effektes fand dabei noch vor dem Einfrieren der Ubersténde statt.

3.41 FACS

Zur Beurteilung der Qualitat der BMDMs wurden diese mithilfe der Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierung (FACS) Uberprift.

Dabei wurden sowohl die unstimulierten Makrophagen als auch die stimulierten Makrophagen
nach der 3,5-tagigen Inkubation auf Toxizitat untersucht. Die Uberpriifung der Toxizitat war
hierbei insofern von zentraler Bedeutung, da fir die darauffolgenden Experimente die
quantitative Bestimmung von Stoffwechselaktivitdt und Zytokinsekretion im Zentrum stand.
Starke Abweichungen bezlglich der Toxizitat hatten die Messung der Aktivitat der Zellen stark

verfalschen konnen.

Nach der Inkubation wurden die Uberstande inklusive der Zellen vollstandig in 1,5 ml
Reaktionsgefalte Uberfihrt und bei 6 Minuten und 6000 RPM bei Raumtemperatur
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die hierbei entstehenden Uberstande zurlick in die 24-
Well-Platten Uberfiihrt, auf die 96-Well-Platten tbertragen (s. 0.) und eingefroren. Die in den
Reaktionsgefalten verbliebenen Zellen wurden dann fir jeweils einen Stimulationsansatz in
0,05 ml PBS gepoolt und mit 1 pl Viability Dye (,fixable viability dye eF780“) angefarbt. Hierflir
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erfolgte eine Inkubation bei Dunkelheit und 4 °C fur 30 Minuten. Der nachste Schritt bestand
in der Zugabe von 1 ml FACS-Puffer und einer erneuten Zentrifugation bei 5 Minuten, 1200
RPM und Raumtemperatur. Nach dem Abkippen des Uberstandes wurden nun 200 ul FACS-
Puffer und 50 pl 4 % PFA (Fixierung, Paraformaldehyd) hinzugegeben, um die gefarbten

Zellen fur die FACS-Analyse zu stabilisieren, welche im Anschluss erfolgte.

Als Kontrolle dienten ungefarbte, nicht-inhibierte bzw. nicht stimulierte sowie getotete Zellen.

Die Tétung der Zellen erfolgte durch Zugabe von 3 ml 70 % Ethanol fur 5 Minuten.

Ein weiterer Aspekt bestand in der Untersuchung der Makrophagen auf spezifische
Oberflachenantigene, um den Erfolg der durch die Stimulation mit M-CSF bewirkten

Ausdifferenzierung zu beurteilen.

3.4.2 Bestimmung des Warburg-Effektes

Der nach Otto Warburg benannte Warburg-Effekt bezeichnet die farbliche Veranderung eines
Zellkulturmediums als Ergebnis der von Krebszellen stark erhéhten anaeroben Glykolyse und

der zugehdérigen Milchsauregarung (Warburg, 1956, Warburg et al., 1927).

Auch bei Makrophagen lasst sich der Warburg-Effekt beobachten. Insbesondere aktivierte
proinflammatorische = M1-Makrophagen nutzen die  anaerobe  Glykolyse als
immunmetabolische Anpassung an ihren gesteigerten Energiebedarf unter oft hypoxischen

Bedingungen im akut entziindeten Gewebe (Viola et al., 2019).

Zur Messung des Warburg-Effekts wurde fir jedes Experiment die optische Dichte der in 96-
Well-Platten iberfihrten Uberstande unmittelbar nach Uberfiihrung bei der Wellenlange von
570 nm eingelesen. Bei einer starken Auspragung des Warburg-Effekts resultierte so eine
geringe optische Dichte flr die im gelben Farbspektrum befindliche Wellenlange von 570 nm.
Die Absorptionswerte wurden dementsprechend invertiert und normiert auf die Werte der

unstimulierten Proben dargestellt.

3.4.3 Bestimmung der Glucose-Spiegel im Zellkulturmedium

Um den Glucosestoffwechsel der Makrophagen zu untersuchen, wurde die im
Zellkulturiberstand nach Stimulation verbliebene Glucosekonzentration gemessen. Dazu

wurde ein Glucose-Assay-Kit der Firma Sigma-Aldrich (Tabelle 2)verwendet.

Die zugrundeliegende Reaktion besteht aus drei Schritten. Im ersten Schritt wird die Reaktion

von D-Glucose + H,O + O» zu D-Gluconsaure + H;O, durch das Enzym Glucose-Oxidase
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katalysiert. Dann reagiert H.O2 mit o-Dianisidin unter Einfluss einer Peroxidase. Dabei wird o-
Dianisidin oxidiert und farbt sich braun. Im letzten Schritt kann dann diese Reaktion gestoppt
werden, indem das oxidierte braune o-Dianisidin unter Zugabe von H2SO4 reagiert und sich
dabei pink anfarbt (Bergmeyer, 1974). Das Ausmal der Pinkfarbung kann dann durch
Messung der optischen Dichte bei 540 nm bestimmt werden. Durch das Verwenden einer

Glucose-Standardreihe Iasst sich somit der genaue Glucosegehalt der Probe errechnen.

Die Proben wurden in einer Verdinnung von 1:30 in Reinstwasser zu 40 ul auf einer 96-Well-
Platte aufgetragen. Zusatzlich wurde eine Standardreihe von jeweils 20, 40, 60, 80 100 und
120 ug/ml D-Glucose aufgetragen, fur Leerfelder wurde destilliertes Wasser verwendet. Im
Anschluss wurde zum Starten der Reaktion eine 1:50-Mischung aus o-Dianisidin-Reagenz und
Glucose-Oxidase/Peroxidase zu 80 pl hinzugegeben. Nach 10 Minuten Inkubation im
Schuttelinkubator wurde die Reaktion mit 80 pl 12 N Schwefelsaure gestoppt. Die Messung
der optischen Dichte erfolgte daraufhin bei 540 nm, die Berechnung der Konzentrationen unter

Verwendung der Standardkurve erfolgte mittels Softmax Pro 6 Software.

3.4.4 Sandwich-ELISA

Die Abklrzung ELISA steht fir enzyme-linked immunosorbent assay und beschreibt ein
Detektionsverfahren zum Nachweis von Proteinen. Der Sandwich-ELISA stellt dabei eine
Sonderform dar. Im Gegensatz zum direkten ELISA wird bei dem Sandwich-ELISA ein
Capture- bzw. Coat-Antikdrper verwendet, um eine spezifische Bindung des zu detektierenden

Antikérpers auf der Mikrotiterplatte zu ermdéglichen.

Fir das Verfahren wurde eine beschichtete, stark bindende Testplatte (High Binding, Sarstedt)

verwendet, auf die in mehreren Schritten verschiedene Bindungspartner aufgetragen wurden.

Zwischen den einzelnen Schritten erfolgten Waschvorgange mittels Waschpuffer PBS mit 0,05
% Tween 10, 4 x 300 pl, sodass nach jedem Schritt jeweils nur die gebundenen Proteine auf

der Testplatte verblieben.
Coating:

In einem ersten Schritt wurden die Coat-Antikérper, (IL-18 1:500, IL-2 1:500, IL-5 BD OptEIA
ELISA Set, IL-6 1:1000, IL-10 Development-Kit, IL-13 Ready-Set-Go!-Kit, IFNy BD OptEIA
ELISA Set, TNF-a 1:500) siehe Materialteil (Tabelle 2), mit dem zugehérigen Puffer zu 50
MI/Well aufgetragen. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4 °C.

Blocken:
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Zum Blocken der verbleibenden Bindestellen der stark bindenden Platte wurde PBS + 10 %

FCS zu 300 ul/Well verwendet. Die Inkubationszeit hierflir betrug eine Stunde.
Proben und Standard:

Die Proben wurden bei Bedarf mit PBS + 10 % FCS verdinnt, der Puffer, der zum Verdiinnen
der Standardreihe eingesetzt wurde, war ebenfalls PBS + 10 % FCS. Die Proben sowie der

Standard wurden zu 50 pl/Well aufgetragen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Detektion:

Der jeweilige Biotin-markierte Detektionsantikérper (IL-18 1:500, IL-2 1:500, IL-5 BD OptEIA
ELISA Set, IL-6 1:1000, IL-10 Development-Kit, IL-13 Ready-Set-Go!-Kit, IFNy BD OptEIA
ELISA Set, TNF-a 1:250) (Tabelle 2) wurde in PBS + 10 % FCS verdinnt und ebenfalls zu 50
ul/Well aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde. Im Anschluss daran erfolgte ein
weiterer Detektionsschritt, indem mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiertes Streptavidin
zu 50 pl/Well aufgetragen wurde. Am Ende der Detektion waren nun zu der Menge an zu
detektierendem Protein proportionale Mengen an Meerrettichperoxidase in den

entsprechenden Wells gebunden.
Entwicklung:

Die Detektion des ELISAs konnte nun erfolgen, indem eine TMB-Farbel6sung aus TMB
(3,3,5,5-Tetramethylbenzidin), H20, und Citratpuffer aufgetragen wurde. Die
Meerrettichperoxidase katalysierte nun die Reduktion von H>O, zu H,O (Bergmeyer, 1974).
Dabei wurde TMB oxidiert und farbte sich blau mit einer maximalen optischen Dichte bei 650
nm. Die Farbung wurde dann mit H,SO4 arretiet und TMB erfuhr einen erneuten
Farbumschlag zu gelb mit einer maximalen optischen Dichte bei 450 nm. Bei dieser

Wellenlange wurde die Testplatte eingelesen.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism der Firma Dotmatics. Es erfolgte eine
zweifache Varianzanalyse. Dabei wurden die Konfidenzintervalle nach der Tukey-Methode fur
Mehrfachvergleich angepasst. Fir statistisch signifikante Ergebnisse wurde die folgende
Konvention verwendet: * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Stimulation der Knochenmarkszellen mit M-CSF zeigte eine

erfolgreiche Differenzierung hin zu hochreinen BMDMs

Fir die geplanten Experimente sollten Knochenmarks-abgeleitete, in-vitro-differenzierte
Makrophagen aus der Maus verwendet werden. Diese wurden nach dem in Material und
Methoden beschriebenen Protokoll generiert (siehe Kapitel 3.1.3). Die Kontrolle der Reinheit
der differenzierten BMDMSs erfolgte exemplarisch anhand eines Experimentes nach erfolgter
Stimulation anhand der Morphologie sowie der Expression unten genannter
Oberflachenantigene (Abbildung 5) Insbesondere erfolgte die Analyse der Expressionslevel
des TLRS.

Die Auftragung der ZellgroRe mittels Vorwartsstreuung, FSC (,forward scatter”), sowie der
Zellgranularitdt mittels Seitenstreuung, SSC (,side scatter”), hatte zunachst eine breite
GroRenstreuung mit einem geschatzten Anteil von 61,5 % Makrophagen zum Ergebnis
(Abbildung 5).

Fir den zweiten Schritt erfolgte die Analyse der Oberflachenantigene der durch das Gating
ausgewahlten Zellen. Bei dem Vergleich mit ungefarbten BMDMs konnte die Fluoreszenz-
Markierung fir TLR5, CD11b sowie CD14 gezeigt werden. Flr die Kontrolle mit ungefarbten
Zellen zeigte sich jeweils ein deutlich (TLRS und CD11b: > Faktor 10) bzw. stark (CD14: >
Faktor 1000) abweichendes Signalintensitatsmaximum der gefarbten gegeniber den
ungefarbten Zellen (Abbildung 6)

Diese Markierung bestatigte die erfolgreiche M-CSF-gesteuerte Ausdifferenzierung der Zellen
zu Makrophagen mit erfolgreicher hoher Reinheit der Zellpopulation (CD14: 88,6 % und TLRS:
85,9 %) (Abbildung 5).
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Die mit M-CSF ausdifferenzierten Zellen zeigen eine breite Gr6Ren- und Granularitatsverteilung. Erst die
zusatzliche Analyse der Makrophagen-typischen Oberflichenmarker F4/80 und CD14 lasst eine weitgehende
Eingrenzung der Makrophagen zu. Die Signale sind jeweils das Integral der Signalkurve (Area, A) der

Einzelsignale. Die Daten sind das Ergebnis eines Experiments.
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Die Kontrolle der Fluoreszenz-Marker mit ungefarbten Zellen zeigt eine Expression von TLR5, CD14 und
CD11b auf den differenzierten BMDMs. Die Signale im FACS sind jeweils das Integral der Signalkurve (Area,

A) der Einzelsignale. Die Daten sind das Ergebnis eines Experiments.
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4.2 Die Stimulationsproteine rBet v 1, rFlaA, die Mixtur rBet v 1 +

rFlaA und rFlaA:Betv1 zeigen eine hohe Reinheit

Vor der Stimulation der BMDMs erfolgte die Kontrolle der Qualitat der aus der Arbeitsgruppe
stammenden Stimulationsproteine rBet v 1, rFlaA, rBet v 1 + rFlaA und rFlaA:Betv1 mittels

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Abbildung 7).

Hierbei lieRen sich die verwendeten Proteine als gréRtenteils scharf abgrenzbare, prominente
Einzelbanden nachweisen (Abbildung 7). Fur das Fusionsprotein lie3en sich zusatzliche sehr
feine/schwache Banden unter der Hauptbande sowie zusatzliche minimale Banden flir rBet v
1 sowohl in der Mixtur als auch in der isolierten Betrachtung nachweisen. Damit konnte eine
starke Verunreinigung oder relevante Einschrdnkung der Reinheit der verwendeten

Stimulationsproteine ausgeschlossen werden.

Abbildung 7
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Die Stimulationsproteine rBet v 1, rFlaA, deren Mixtur und rFlaA:Betv1 zeigen eine hohe Reinheit und
entsprechend gute Auftrennbarkeit. Es erfolgte der Auftrag von rFlaA (1), rBet v 1 (2), rFlaA + rBet v 1 (3) und
rFlaA:Betv1 (4) sowie des SeeBlue Plus2 Proteinstandards (S) auf einem Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gel. Die Anfarbung erfolgte mittels GelCode Blue.
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4.3 Eine Vorbehandlung der murinen Knochenmarksmakrophagen

mit den verwendeten Inhibitoren zeigt nur eine geringe Toxizitat

Die Behandlung der Makrophagen mit Rapamycin, SB202190, U0126 und Z-VAD-FMK flhrte
nicht zu einer statistisch signifikanten Erhdhung der Frequenz toter Zellen mittels FACS-
Analyse. Die Behandlung der Zellen mit Ethanol hingegen fiihrte zu einer statistisch
signifikanten Erhéhung des Anteils toter Zellen um den Faktor 2,2 verglichen mit den
unstimulierten Zellen (Abbildung 8). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die verwendeten
Inhibitorkonzentrationen nur einen minimalen Einfluss auf die Viabilitdt der verwendeten
Makrophagen haben und deswegen fiur die mechanistischen Untersuchungen verwendet

werden konnen.
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Die Pra-Inhibition der Makrophagen mit den verwendeten Inhibitoren wirkt sich maRig toxisch aus. Die BMDMs aus
dem Knochenmark von C57BL/6-Mausen wurden nach der Inhibition fir 96 Stunden mit Rapamycin, SB202190, U0126
und Z-VAD-FMK mit fixable Viability Dye eF780 angefarbt. Der Anteil toter Zellen wurde in % angegeben. Die dargestellten
Daten sind das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente plus/minus SD. Statistische Signifikanz wurde berechnet mit
einfaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als: n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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4.4 Die Aktivierung der BMDMs durch rFlaA:Betv1l fuhrt zur
Ausschittung pro- und antiinflammatorischer Zytokine sowie zur

Aktivierung des Zellmetabolismus

Um den Effekt des Fusionsproteins rFlaA:Betv1 auf murine Makrophagen zu untersuchen,
wurden diese aus dem Knochenmark von C57BL/6-Mausen differenziert (BMDMs), mit
aquimolaren Mengen rBet v 1, rFlaA, rFlaA + rBet v 1 sowie rFlaA:Betv1 fur die Dauer von 96
Stunden stimuliert und auf die Ausschuittung der Zytokine IL-10, IL-6, TNF-a sowie IL-1B hin
untersucht (Abbildung 9). Ebenfalls erfolgte die Untersuchung des Metabolismus durch
Bestimmung des Warburg-Effekts (gemessen anhand der optischen Dichte bei der

Wellenlange 570 nm) sowie die Messung der Glucose-Konzentration im Zellkulturmedium.

Sowohl die Stimulation mit der Mixtur beider Einzelproteine als auch mit dem Fusionsprotein
fuhrte zu einer starken Aktivierung des Zuckermetabolismus, welche sich in einem erhohten
Warburg-Effekt widerspiegelte. Bei der Messung des Warburg-Effektes tat sich die Aktivierung
durch das Fusionsprotein zusatzlich als signifikant starker hervor als durch die aquimolare

Menge beider Einzelproteine oder deren Mischung (Abbildung 9).

Diese Aktivierung des Zuckerstoffwechsels in Fusionsprotein-stimulierten Makrophagen
wurde begleitet durch eine starke Zytokinsekretion. Bei der Gegeniiberstellung der Aktivierung
der Makrophagen durch das Fusionsprotein bzw. die aquimolare Mixtur beider Einzelproteine
zeigten sich starke Unterschiede im Besonderen bei der Sekretion sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine. So war sowohl die Sekretion von antiinflammatorischem IL-10
als auch die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-a 96 h nach
Stimulation durch das Fusionsprotein signifikant starker als nach Stimulation mit der Mixtur
von rFlaA + rBet v 1 (Abbildung 9 C). Interessanterweise war dieser Unterschied stark betont.
So zeigte sich bei der Ausschuttung von IL-10 eine um den Faktor 6 hdhere Konzentration im
Uberstand (rFlaA:Betv1: 299,0 pg/ml vs. rFlaA + rBet v 1: 48.8 pg/ml) bei der héchsten
verwendeten Stimulationskonzentration, bei IL-6 um den Faktor 3,4 (rFlaA:Betv1: 9,47 ng/mi
vs. rFlaA + rBet v 1: 2,75 ng/ml) und bei TNF-a um den Faktor 5,5 (rFlaA:Betv1: 40,6 pg/ml
vs. rFlaA + rBet v 1: 7,34 pg/ml) (Abbildung 9 C).

Das als Positivkontrolle verwendete LPS fiihrte erwartungsgemall zu einer deutlich
nachweisbaren Sekretion aller untersuchten Zytokine (IL-10: 1057 pg/ml, IL-6: 19,5 ng/ml,
TNF-a: 82,7 ng/ml, IL-1B: 896 ng/ml bei einer Stimulation mit 10 pg/ml LPS) sowie einer
Aktivierung des Zuckerstoffwechsels in den untersuchten Makrophagen (Glucosekonsum:
1600 pg/ml, Warburg-Effekt-Faktor: 1,60).

Vergleichbare Resultate konnten auch fur BALB/c-Mause nachgewiesen werden (Abbildung
10) darunter insbesondere die stark erhdhte IL-10-Ausschittung nach Stimulation mit dem
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Fusionsprotein im Vergleich zur aquimolaren Mixtur beider Einzelproteine (rFlaA:Betv1: 182,5

pg/ml vs. rFlaA + rBet v 1: 19,0 pg/ml, Faktor 9,6).

Zusammenfassend lie sich also eine signifikant starkere Aktivierung der BMDMs durch

rFlaA:Betv1 gegenlber der aquimolaren Menge der Einzelproteine in der Mixtur herausstellen.
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Die Aktivierung der C57BL/6-BMDMs durch rFlaA:Betv1 fiihrt zur Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer
Zytokine sowie zur Aktivierung des Zellmetabolismus. Die BMDMs aus dem Knochenmark von C57BL/6-Mausen
wurden fir 96 Stunden mit aquimolaren Mengen an Stimulationsproteinen bzw. LPS stimuliert (A). Es erfolgte die Analyse
des Zellmetabolismus mittels Bestimmung der Glucosekonzentration und Messung des Warburg-Effekts (B). Daruber
hinaus erfolgte die Erstellung eines Zytokinprofils unter Berlcksichtigung von IL-10, IL-6, TNF-a und IL-1f mittels ELISA
(C). Die Daten sind das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente mit jeweils technischen Duplikaten. Statistische
Signifikanz wurde berechnet mit zweifaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als: n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert
< 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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Die Aktivierung der BALB/c-BMDMs durch rFlaA:Betv1 fithrt zur Ausschiittung sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine sowie zur Aktivierung des Zellmetabolismus. Die BMDMs aus dem Knochenmark von
BALB/c-Mausen wurden fiir 96 Stunden mit aquimolaren Mengen der angegebenen Stimulationsproteine bzw. LPS stimuliert
(A). Es erfolgte die Analyse des Zellmetabolismus mittels Bestimmung der Glucosekonzentration und Messung des Warburg-
Effekts (B). Darliber hinaus erfolgte die Erstellung eines Zytokinprofils unter Berticksichtigung von IL-10, IL-6, TNF-a und IL-18
mittels ELISA (C). Die Daten sind das Ergebnis dreier unabhéangiger Experimente mit jeweils technischen Duplikaten. Statistische
Signifikanz wurde berechnet mit zweifaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als: n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert <

0,01, *** p-Wert < 0,001.




4.5 Die Aktivierung des Metabolismus der BMDMs ist mTOR-
abhangig, wohingegen die Sekretion pro- und antiinflammatorischer

Zytokine nach 96 Stunden nicht stark mTOR-abhangig ist

Im nachsten Schritt sollten die der rFlaA:Betv1-vermittelten Makrophagen-Aktivierung
zugrundeliegenden Mechanismen untersucht werden. Ein wichtiger Regulator von sowonhl
Zellstoffwechsel als auch der Einleitung von Immunantworten ist der mTOR-Komplex 1

(mTORCH1), welcher Uber Rapamycin spezifisch inhibiert werden kann.

Hierfir wurden aus BALB/c- und C57BL/6-Mausen differenzierte BMDMs vor der Stimulation
mit dem Fusionsprotein rFlaA:Betv1 mit Rapamycin zur Inhibition des mTORC1 fir die Dauer
von 90 Minuten vorbehandelt. Die Analyse des Zellmetabolismus sowie der Zytokinsekretion

erfolgte nach weiteren 96 Stunden.

Bei der Analyse des Zellmetabolismus der C57BL/6-BMDMs zeigte sich eine mTOR-
Abhangigkeit der Stimulation mit dem Fusionsprotein. Sowohl der rFlaA:Betv1-induzierte
Warburg-Effekt als auch der erhéhte Glucose-Konsum der Zellen wurden durch eine pra-
stimulatorische Inhibition mit Rapamycin zum Teil unterdrickt. In der Dosis von 10 nM
Rapamycin wurde der Glucosekonsum um 25,4 % gegenuber der Inhibition mit 0,1 nM
Rapamycin reduziert (Rapamycin 0,1 nM + rFlaA:Betv1: 1867 ug/ml vs. Rapamycin 10 nM +
rFlaA:Betv1: 1392 pg/ml) (Abbildung 11 B).

Dies lief3 sich ebenfalls fir BALB/c-BMDMs nachweisen (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 1839
ug/ml vs. Rapamycin 10 nM + rFlaA:Betv1: 1310 pg/ml: Reduktion um 28,8 %) (Abbildung A
1 B).

Auffallig war der geringfiigige Einfluss von mTORC1 auf die rFlaA:Betv1-induzierte
Zytokinsekretion der C57BL/6-BMDMSs. Hier konnten nach 96 Stunden in den Zelliberstanden
keine generellen Effekte der Rapamycin-Vorinhibition im Vergleich zu nicht-inhibierten,
rFlaA:Betv1-stimulierten Zellen gezeigt werden. Allerdings zeigte sich eine zwischen den
BMDMs der beiden Mausestammen diskrepante Wirkung von Rapamycin auf die Sekretion
von IL-1. Wider Erwarten wurde die rFlaA:Betv1-induzierte Sekretion von IL-13 bei C57BL/6-
BMDMs (Abbildung 11 C) durch eine Inhibition mit Rapamycin verstarkt (rFlaA:Betv1 ohne
Vorinhibition: 185,0 pg/ml vs. Rapamycin 10 nM + rFlaA:Betv1: 380,5 pg/ml, Faktor 2,1),
wahrend sie bei BALB/c-BMDMs (Abbildung A 1 C)verringert wurde (rFlaA:Betv1 ohne
Vorinhibition: 386,0 pg/ml vs. Rapamycin 10 nM + rFlaA:Betv1: 127 pg/ml, Faktor 0,3).
Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang jedoch die generell starkere Sekretion von IL-
18 durch BALB/c-BMDMs (rFlaA:Betv1: 324,9 pg/ml, Abbildung 10 C) im Vergleich zu
C57BL/6-BMDMs (rFlaA:Betv1 132,2 pg/ml, Abbildung 9 C). Zuséatzlich konnte eine Reduktion
der rFlaA:Betv1-induzierten Sekretion von IL-10 (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 194,5 pg/ml
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vs. Rapamycin 10 nM + rFlaA:Betv1: 126,3 pg/ml, Faktor 0,65) und TNF-a (rFlaA:Betv1 ohne
Vorinhibition: 216,1 pg/ml vs. Rapamycin 10 nM + rFlaA:Betv1: 60,5 pg/ml, Faktor 0,28) bei
Vorinhibition mit Rapamycin fiir BALB/c-BMDMs nachgewiesen werden (Abbildung A 1 C).
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In C57BL/6-BMDMs ist die Aktivierung des Zellmetabolismus mTOR-abhéngig, die Zytokinsekretion jedoch
groBtenteils mTOR-unabhéngig. BMDMs differenziert aus dem Knochenmark von C57BL/6-Mausen wurden mit

Rapamycin fir 90 Minuten vorbehandelt und im Anschluss mit rFlaA:Betv1 fiir zusatzliche 96 h stimuliert. Die Analyse der

Zellen erfolgte hinsichtlich der Aktivierung des Zellmetabolismus (Warburg-Effekt und Glucosemetabolismus) (B) sowie

der Sekretion pro- (IL-6, TNF-a, IL-1) als auch antiinflammatorischer (IL-10) Zytokine. Die Daten sind das Ergebnis dreier

unabhangiger Experimente mit jeweils technischen Duplikaten — statistische Signifikanz berechnet mit zweifaktorieller
Varianzanalyse, dargestellt als: n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.




4.6 Die rFlaA:Betv1-induzierte IL-10-Sekretion ist abhdngig von der
p38- und p42/44-MAP-Kinase, die Rolle dieser MAP-Kinasen fur die
Aktivierung des Metabolismus sowie die Sekretion

proinflammatorischer Zytokine ist nicht eindeutig

Als Regulatoren einer Vielzahl zellularer Signalkaskaden in Makrophagen (Miranda et al.,
2002, Menon et al., 2011) wurde im nachsten Schritt die Rolle/der Beitrag sowohl der p38- als
auch der p42/44-MAP-Kinase fiur die Fusionsprotein-vermittelte Aktivierung des

Zellmetabolismus und der Zytokinsekretion untersucht.

Die BALB/c- und C57BL/6-abgeleiteten BMDMs wurden vor der Stimulation mit dem
Fusionsprotein rFlaA:Betv1 flr die Dauer von 90 Minuten mit entweder SB202190 oder U0126
zur Inhibition der p38-MAP-Kinase bzw. der p42/44-MAP-Kinase vorbehandelt. Die Analyse
des Metabolismus sowie der Zytokinsekretion erfolgte wiederum nach 96 Stunden wie oben

beschrieben.

Bei der Betrachtung der C57BL/6-Mause konnte fur die Aktivierung des Zellmetabolismus
(also fur den Warburg-Effekt und den Glucosekonsum) weder eine Abhangigkeit von der p38-
MAP-Kinase (Abbildung 12 B) noch von der p42/44-MAP-Kinase (Abbildung 13 B)
nachgewiesen werden. Wahrend diese MAPK-Unabhangigkeit der rFlaA:Betv1-vermittelten
Aktivierung des Zellmetabolismus auch fur die p38-MAP-Kinase in BALB/c-BMDMs gezeigt
werden konnte (Abbildung A 2 B), zeigte sich in BALB/c-BMDMs eine Abhangigkeit der
rFlaA:Betv1-induzierten Aktivierung des Zellmetabolismus von der p42/44-MAP-Kinase
(Abbildung A 3 B). Der Glucosekonsum der Zellen war hier bei der Dosis von 10 nM U0126
um 38 % reduziert gegenuber der nicht-inhibierten Stimulation mit dem Fusionsprotein (U0126
10 nM + rFlaA:Betv1: 1233 pg/ml vs. rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 1987 ug/ml) und ein
vergleichbarer Effekt zeigte sich bei der Minderung des Warburg-Effektes um 29 % (U0126 10
nM + rFlaA:Betv1: 1,69 vs. rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 1,89) (Abbildung A 3).

Bei der Messung der Zytokinsekretion war eine starke Abhangigkeit der durch rFlaA:Betv1-
induzierten Sekretion von IL-10 von der p38-MAP-Kinase sowie der p42/44-MAP-Kinase
sowohl in C57BL/6- als auch in BALB/c-BMDMs nachweisbar (Abbildung 12 C, Abbildung 13
C Abbildung A 2 C, Abbildung A 3 C).

Die durch rFlaA:Betv1-induzierte IL-6-Sekretion wurde in C57BL/6-BMDMs bei der Inhibition
beider untersuchten MAP-Kinasen dosisabhangig verstarkt: bei der Inhibition der p38-MAP-
Kinase um den Faktor 4,2 (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 9,4 ng/ml vs. SB202190 60 pM +
rFlaA:Betv1: 39,4 ng/ml) (Abbildung 12 C) und bei der Inhibition der p42/44 um den Faktor 2,6
(rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 9,9 ng/ml vs. U0126 10 nM + rFlaA:Betv1: 25,7 ng/ml)
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(Abbildung 13 C) Fir BALB/c-BMDMs fiihrte die Inhibition der beiden Kinasen nicht zu einer
signifikanten Veranderung der rFlaA:Betv1-induzierten |L-6-Sekretion (Abbildung A 2 C,
Abbildung A 3 C). Die Inhibition der p38 MAP-Kinase hatte in C57BL/6-BMDMs einen
verstarkenden Effekt auf die durch rFlaA:Betv1-induzierte Sekretion der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 25,7 pg/ml vs. SB202190 60 uM +
rFlaA:Betv1: 320 pg/ml, Faktor 12,4) und IL-18 (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 272 pg/ml vs.
SB202190 60 uM + rFlaA:Betv1: 592 pg/ml, Faktor 2,2) (Abbildung 12 C). In den BALB/c-
BMDMs hingegen zeigte sich lediglich fir IL-1B ein signifikanter Effekt, hier wurde in der
héchsten verwendeten Inhibitorkonzentration (60 uM) die rFlaA:Betvi1-vermittelte [L-13-
Sekretion um den Faktor 2,6 reduziert (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition 386 pg/ml: vs.
SB202190 60 uM + rFlaA:Betv1: 147 pg/ml) (Abbildung A 2 C).

Das Ergebnis der pra-stimulatorischen Inhibition der p42/44-MAP-Kinase war eine reduzierte
Sekretion von IL-1B sowohl in den C57BL/6-BMDMs (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 210
pg/ml vs. U0126 10 nM + rFlaA:Betv1: 76,5 pg/ml, Faktor 0,36) (Abbildung 13 C)als auch in
den BALB/c-BMDMs (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 291 pg/ml vs. U0126 10 nM +
rFlaA:Betv1: 78,8 pg/ml, Faktor 0,27) (Abbildung A 3 C). Fir die rFlaA:Betv1-vermittelte
Sekretion von TNF-a fand sich in C57BL/6-BMDMs (Abbildung 13 C) kein signifikanter Beitrag
der p42/44-MAP-Kinase, in BALB/c-BMDMs wurde hingegen dosisabhangig in der héchsten
verwendeten Inhibitorkonzentration (10 nM) eine vollstandige Suppression der rFlaA:Betv1-
vermittelten TNF-a-Sekretion beobachtet (rFlaA:Betv1 ohne Vorinhibition: 170 pg/ml vs.
U0126 10 nM + rFlaA:Betv1: unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA-Testsystems,
Abbildung A 3 C).
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Die Aktivierung der p38-MAPK tragt zur rFlaA:Betv1-induzierten Zytokinsekretion in BMDMs bei, hat aber keinen
Einfluss auf die Aktivierung des Zuckermetabolismus. BMDMs, differenziert aus dem Knochenmark von C57BL/6-
Mausen, wurden mit SB202190 (p38-MAPK-Inhibitor) fiir 90 Minuten vorinkubiert und im Anschluss mit rFlaA:Betv1 fiir
zusatzliche 96 h stimuliert. Die Analyse der Zellaktivierung erfolgte hinsichtlich des Zellmetabolismus (Warburg-Effekt
und Glucosemetabolismus) (B) sowie der Sekretion proinflammatorischer (IL-6, TNF-a, IL-1B) sowie
antiinflammatorischer Zytokine (IL-10) (C). Die gezeigten Daten sind das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente mit
jeweils technischen Duplikaten — statistische Signifikanz berechnet mit zweifaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als:
n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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Abbildung 13
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Die p42/44-MAP-Kinase hat einen gemischten Einfluss auf die rFlaA:Betv1-vermittelte Sekretion pro- und
antiinflammatorischer Zytokine, wahrend die Inhibition der p42/44-MAPK den Zellmetabolismus nicht signifikant
beeinflusst. BMDMs, differenziert aus dem Knochenmark von C57BL/6-Mausen, wurden mit U0126 (p42/44-MAPK-
Inhibitor) fir 90 Minuten vorinkubiert und im Anschluss mit rFlaA:Betv1 flr zusatzliche 96 h stimuliert. Die Analyse der
Zellaktivierung erfolgte hinsichtlich des Zellmetabolismus (Warburg-Effekt und Glucosemetabolismus) (B) sowie der
Sekretion proinflammatorischer (IL-6, TNF-a, IL-18) sowie antiinflammatorischer Zytokine (IL-10) (C). Die gezeigten Daten
sind das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente mit jeweils technischen Duplikaten — statistische Signifikanz berechnet
mit zweifaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als: n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.




4.7 Die Inhibition der Caspasen mit Z-VAD-FMK fiihrt zu keiner
signifikanten Veranderung des Zellmetabolismus oder der

Zytokinsekretion bei Fusionsprotein-stimulierten BMDMs

Z-VAD-FMK ist ein Pancaspase-Inhibitor (Lipinska et al., 2014). Fir die Einleitung
proinflammatorischer Prozesse wie beispielswiese die Sekretion stark proinflammatorischer
Zytokine wie IL-1B und IL-18 und die Pyroptose spielen Caspasen eine entscheidende Rolle
(de Zoete et al., 2014, Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019).

C57BL/6-BMDMs wurden vor der Stimulation mit dem Fusionsprotein rFlaA:Betv1 fir die
Dauer von 90 Minuten Z-VAD-FMK zur Inhibition der Caspasen vorbehandelt. Die Analyse des
Metabolismus sowie der Zytokinsekretion erfolgte wiederum nach 96 Stunden wie oben

beschrieben.

Bei der Betrachtung der C57BL/6-Mause konnte weder fir die Aktivierung des
Zellmetabolismus (Abbildung 14 B) (also fur den Warburg-Effekt und den Glucosekonsum)
noch flr die Zytokinsekretion (Abbildung 14 C) eine Abhangigkeit von der Aktivitat der

Caspasen gezeigt werden.
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Abbildung 14
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Die Caspase-Inhibition mittels Z-VAD-FMK fiihrt zu keiner signifikanten Verdnderung des Zellmetabolismus oder

der Zytokinsekretion in Fusionsprotein-stimulierten BMDMs. BMDMs, differenziert aus dem Knochenmark von
C57BL/6-Méausen, wurden mit Z-VAD-FMK (Pancaspase-Inhibitor) fir 90 Minuten vorinkubiert und im Anschluss mit

rFlaA:Betv1 fiir zusatzliche 96 h stimuliert. Die Analyse der Zellaktivierung erfolgte hinsichtlich des Zellmetabolismus

(Warburg-Effekt und Glucosemetabolismus) (B) sowie der Sekretion proinflammatorischer (IL-6, TNF-a, IL-1B) sowie

antiinflammatorischer Zytokine (IL-10) (C). Die gezeigten Daten sind das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente mit

jeweils technischen Duplikaten — statistische Signifikanz berechnet mit zweifaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als:

n.s. p-Wert > 0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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4.8 rFlaA:Betv1 unterdriickt Bet v 1-spezifische Th2-Antworten in

allergenspezifischen, ex-vivo-isolierten CD4*-T-Zellen

Zur Uberpriifung des Einflusses der mit rFlaA:Betv1 stimulierten BMDMs auf Bet v 1-
spezifische Th2-Antworten wurden BALB/c-BMDMs mit CD4*-T-Zellen aus Bet v 1-
sensibilisierten Mausen ko-kultiviert und auf die Modulation Bet v 1-induzierter Th1- und Th2-

Antworten untersucht.

Die hierflr verwendeten CD4*-T-Zellen wurden Uber magnetische Zellseparierung aus den
Milzen gegen rBet v 1 sensibilisierter BALB/c-Mause gewonnen und gemeinsam mit BALB/c-
BMDMs mit einer der folgenden &aquimolaren Stimulationsmixturen stimuliert (jeweils

aquimolar zu 2 yg/ml bzw. 10 pg/ml bzw. 20 ug/ml rBet v 1):

)] rBet v 1: Restimulation mit dem fiir die Sensibilisierung verwendeten Allergen zur

Auslosung der allergenspezifischen Th1- und Th2-Antworten

1)) rFlaA:Betv1: Untersuchung der Effekte des Fusionsproteins auf allergenspezifische
T-Zellen

1)) rBet v 1 + rFlaA + rBet v 1. Untersuchung der Effekte der Mixtur beider

Einzelproteine auf Bet v 1-vermittelte Th1- und Th2-Antworten

V) rBet v 1 + rFlaA:Betv1: Untersuchung der Effekte des Fusionsproteins auf Bet v 1-
vermittelte Th1- und Th2-Antworten (Abbildung 15).

Die Stimulation mit rFlaA:Betv1 sowie mit der Kombination aus rBet v 1 + rFlaA:Betv1 fuhrte
hierbei zu einem vergleichbar starken Warburg-Effekt in der niedrigsten (rFlaA:Betv1: 1,66 vs.
rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 1,63, normiert auf unstimulierte Kontrollen) und héchsten (rFlaA:Betv1:
1,74 und rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 1,69, normiert auf unstimulierte Kontrollen) verwendeten
Konzentration sowie einer vergleichbaren Steigerung des Glucosekonsums verglichen mit den
unstimulierten Zellen bis in die héchste Konzentration (unstimuliert: 609 pg/ml, rFlaA:Betv1:
1886 pg/ml, Steigerung um 210 %, rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 1934 ug/ml, Steigerung um 223 %)
(Abbildung 15 B). Ebenfalls fiihrte die Stimulation mit rBet v 1 + rFlaA + rBet v 1 zu einer
gleichermalien gerichteten Aktivierung des Zellstoffwechsels, allerdings erst in der jeweils
nachsthéheren Konzentration (Abbildung 15 B). Bei der alleinigen Stimulation mit rBet v 1 blieb

eine vergleichbare Aktivierung des Zuckermetabolismus aus (Abbildung 15 B).

Die Stimulation mit rFlaA:Betv1 bzw. rBet v 1 + rFlaA:Betv1 fihrte jeweils bereits in der

niedrigsten Konzentration zu einer gegenuber den unstimulierten Zellen signifikanten

Erhéhung der IFNy (unstimuliert: 48 pg/ml, rFlaA:Betv1: 1089 pg/ml, Faktor 23 und rBet v 1 +

rFlaA:Betv1: 1091 pg/ml, Faktor 23) sowie der IL-6-Sekretion (unstimuliert: 0,0045 ng/ml,

rFlaA:Betv1: 10,8 ng/ml, Faktor 241 und rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 12,5 ng/ml, Faktor 279),
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welche jeweils in der hdchsten Stimulationskonzentration wieder abnahm (IFNy: rFlaA:Betv1:
434 pg/ml, Faktor 9,2 und rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 376 pg/ml, Faktor 8 sowie IL-6: rFlaA:Betv1:
5,78 ng/ml, Faktor 129 und rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 4,81 ng/ml, Faktor 108) (Abbildung 15 C).
Dieser Effekt blieb sowohl fur die Stimulation mit rBet v 1 als auch mit der Mixtur rBet v 1 +
rFlaA + rBet v 1 aus (Abbildung 15 C). Hiermit einher ging eine stark erhdhte IL-10-Sekretion
(unstimuliert: 88,6 pg/ml vs. jeweils in der hochsten Konzentration: rBet v 1: 244 pg/ml vs.
rFlaA:Betv1: 406 pg/ml vs. rBet v 1+ rFlaA + rBet v 1: 146 pg/ml vs. rBet v 1 + rFlaA:Betv1:
560 pg/ml), welche analog zu den Ergebnissen der alleinigen Stimulation der BMDMs (4.4,
Abbildung 9 C, Abbildung 10 C) nur in Ko-Kulturen beobachtet wurde, die mit dem rFlaA:Betv1
oder rBet v 1 + rFlaA:Betv1 stimuliert wurden (Abbildung 15 C).

Die rBet v 1-induzierte Sekretion der Th2-Zytokine IL-5 und IL-13 konnte durch eine
Kostimulation sowohl mit rFlaA:Betv1 als auch rFlaA + rBet v 1 inhibiert werden (IL-5-Sekretion
in héchster Stimulationsdosis: rBet v 1: 233 pg/ml vs. rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 19,1 pg/ml bzw.
eine Reduktion um 91,8 % vs. rBet v 1 + rFlaA + rBet v 1: 14,3 pg/ml bzw. eine Reduktion um
93,9 %) (IL-13-Sekretion in hdchster Stimulationsdosis: rBet v 1: 280 pg/ml vs. rBet v 1 +
rFlaA:Betv1: 1,73 pg/ml bzw. eine Reduktion um 99,4 % vs. rBet v 1 + rFlaA + rBet v 1: 3,42
pg/ml bzw. eine Reduktion um 98,8 %). Erwdhnenswert ist hier, dass in der mittleren
Stimulationsdosis die Reduktion der Sekretion von IL-13 durch rFlaA:Betv1 signifikant starker
ausgepragt war als durch die Mixtur rFlaA + rBetv 1 (rBet v 1: 414 pg/ml vs. rBet v 1 + rFlaA
+ rBet v 1: 110 pg/ml bzw. eine Reduktion um 73,5 % vs. rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 7,1 pg/ml

bzw. eine Reduktion um 98,3 %).

Die rBet v 1-induzierte IL-2-Sekretion konnte lediglich bei gleichzeitiger Stimulation mit dem
Fusionsprotein inhibiert werden (IL-2-Sekretion in héchster Stimulationsdosis: rBet v 1: 12,3
pg/ml, rBet v 1 + rFlaA:Betv1: 1,16 pg/ml bzw. eine Reduktion um 90,5 %) (Abbildung 15 C).

Die Aktivierung des T-Zellmetabolismus der BMDMs durch rFlaA:Betv1 konnte in der Ko-Kultur
also bestatigt werden. Gleichzeitig fihrte sowohl die Stimulation mit rFlaA:Betv1 als auch rFlaA
+ rBet v 1 zu einer reduzierten Sekretion der Th2-Zytokine IL-5 und IL-13. Wie oben
beschreiben war dieser Effekt bei IL-13 bei gleichzeitiger Stimulation mit dem Fusionsprotein
gegenuber der Mixtur dosisabhangig betont. Einhergehend mit der starkeren Aktivierung des
Zellmetabolismus durch rFlaA:Betv1l kam es durch das Fusionsprotein auch zu einer,
verglichen mit der Mixtur, starkeren Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IFNy und IL-

6 sowie des antiinflammatorischen Zytokins I1L-10.
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Abbildung 15

+ @ MACS 2x rBet v 1/Alum (i.p.) //Xe
J_‘J‘f\‘ - “-L_yj ] rBetwl
a2 E FlaABetvi
CD4* . W rBetvi+FlaA+rBetvi
BMDMs Milz BALB/c .
T-Zellen B rBetvi+FlaABetv1
B
'E' 25 2000
i ¥ ¥y . — T
s - = - g “ew e aae
%5 T £ 1500 —T T T
S < 20 \ 2 - 2
b N
2 \ s
g’ g £ 1000
15
§2 :
;g & 500
o 10
= L | o ,
&6\ \39 v \0 ,»Q ‘9& \39
& &
> 3
15000
25
12000
¢ 90001 é
20- 2000
=
= E
§ 15 g 1500
Y 10 Z 1000
2 e
5 500
0 > o=
\ %
& % N <Q
o&"’b \g é\" v
1500 30 e e
.02 ..'_&L_ ;_
E 1000 - - - T 20
£ 2
o
- L4
2 500 = 10
0 E T v 0 . . =
) ) 9 o o
& 8 &8 S
\)o K
800 " . 800 o .
r 2L o N T e
600 600
— =
E g
E 400 g 400
200 200
0 . s m? 0 . - [h
& & L K S & & 9 K S
& hd & V¥
S S

In Ko-Kultur mit BMDMs unterdriickt rFlaA:Betv1 Th2-Antworten in Bet v 1-spezifisch sensibilisierten CD4*-T-Zellen
ex vivo. CD4*-T-Zellen wurden aus rBet v 1 + Alum-sensibilisierten BALB/c-M&ausen entnommen und mit MACS isoliert. Diese
Zellen wurden mit BALB/c-BMDMs in Ko-Kultur gebracht und mit &quimolaren Mengen der aufgeflihrten Proteine oder LPS
fiir 96 h stimuliert (A). Die Ubersténde wurden hinsichtlich des Metabolismus analysiert (B). Zudem erfolgte die Messung der
oben genannten Zytokine mittels ELISA (C). Die Daten sind das Ergebnis dreier unabhangiger Experimente mit jeweils

technischen Duplikaten — statistische Signifikanz berechnet mit zweifaktorieller Varianzanalyse, dargestellt als: n.s. p-Wert >

0,5, * p-Wert < 0,5, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
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5 Diskussion

5.1 Flagellin-Fusionsproteine

In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Mechanismen der Aktivierung von BMDMs durch
das Fusionsprotein rFlaA:Betv1 zugrunde liegen und welche immunmodulatorische Wirkung
die beobachtete Zellaktivierung in einem Ex-vivo-Allergiemodell auf allergenspezifische, Th2-
geprimte CD4*-T-Zellen entfaltet. Hierbei zeigte sich eine signifikante Aktivierung des
Makrophagen-Metabolismus sowie eine damit einhergehende Sekretion pro- sowie
antiinflammatorischer Zytokine (IL-10 bzw. IL-1p3, IL-6 und TNF-a).

Flagellin besitzt charakteristische immunaktivierende Eigenschaften; so kann Flagellin Gber
die Bindung an den Mustererkennungsrezeptor des angeborenen Immunsystems TLRS APZ
aktivieren und somit als Adjuvans die Antwort von B- und T-Zellen gegen Allergene in vivo
steigern (McSorley et al., 2002, Cuadros et al., 2004).

Frihe Ansatze Flagellin-basierter, molekularbiologischer Impfstoffe beinhalteten den Einbau
von Antigen-abgeleiteten T-Zellepitopen in das Flagellin lebendiger Salmonellen (Stocker,
1990, Verma et al., 1995). Dabei konnte in einer Mausstudie gezeigt werden, dass eine
wiederholte Verwendung von Flagellin als Carrier nicht zu einer Kompromittierung der
entsprechenden (gegen Flagellin gerichteten) Immunantwort, etwa durch Anti-Flagellin-
Antikérper, fiuhrte (Ben-Yedidia and Arnon, 1998). Eine solche Carrier-induzierte
Immunsuppression kann bei Verwendung von Konjugatimpfstoffen auftreten, flr Flagellin
wurde sie nach meiner Recherche noch nicht gezeigt (Guerrero Manriquez and Tuero, 2021).
Erhéhte Serum-Spiegel Flagellin-spezifischer Antikérper finden sich in der Bevolkerung
interessanterweise bei entzlindlichen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes mit Stérung
der Barrierefunktion (Wallis et al., 2013, Arno et al., 2021).

Diese frihen Ansétze Flagellin-basierter Impfstoffe besitzen jedoch die Nachteile, dass zum
einen die entsprechenden Epitope, gegen die eine Immunantwort induziert werden soll, nur
bei korrekter Faltung des Flagellins erfolgreich an der Oberflache der Bakterien prasentiert
werden koénnen und zum anderen die Verwendung von Lebendimpfstoffen aufgrund
potenzieller Risiken in bestimmten Patienten/Patientinnen bspw. bei einer Inmunsuppression
limitiert bleibt (Cuadros et al., 2004).

Cuadros et al. zeigten darauf erstmals mit einem Flagellin-EGFP-Fusionsprotein, dass
rekombinant hergestellte Flagellin-Antigen-Fusionsproteine technisch realisierbar und
zumindest in der Maus ohne gréRRere Nebenwirkungen anwendbar sind (Cuadros et al., 2004).
Seither konnte in mehreren Arbeiten der potenzielle Nutzen von Flagellin als Fusionspartner

und Adjuvans in molekulargenetisch hergestellten Vakzinen unterstrichen werden, so
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beispielsweise fur die potenzielle Immunisierung gegen das West-Nil-Virus (McDonald et al.,
2007), Influenza (Taylor et al., 2011), Pseudomonas (Weimer et al., 2009) und nicht zuletzt in
allergischen Erkrankungen (Schulke et al., 2010, Schulke et al., 2018, Kitzmdller et al., 2018).
Alle diese Konstrukte zeigten hierbei eine effiziente Induktion protektiver Immunantworten
gegen die fusionierten Antigene. Interessanterweise konnte hierbei fur simple Mischungen aus
Flagellin und Antigen keine vergleichbar starke Immunaktivierung nachgewiesen werden
(Schulke et al., 2018).

Die Trunkierung von Flagellin aus Salmonella Typhimurium mittels Deletion der hypervariablen
Region, welche das Hauptantikdrperepitop des Proteins darstellt, minimiert die potenzielle
Neutralisierung der Flagellinmolekile durch Flagellin-spezifische Antikérper (McDonald et al.,
2007, Nempont et al., 2008). In einer Arbeit von Kitzmdller zeigte NtCFlg, ein trunkiertes
Salmonella-Typhimurium-Flagellin, fusioniert mit dem Haupt-Birkenpollenallergen Bet v 1 eine
gegentuber Bet v 1 verringerte Affinitat zu IgE-Antikorpern allergischer Patienten/Patientinnen
auf und fuhrte in Mausen zur Bildung Bet v 1-spezifischer, potenziell neutralisierender IgG1-
und IgG2a-Antikorper (Kitzmdller et al., 2018). In Experimenten von Schiilke et al. zeigte sich
darUber hinaus, dass auch das in dieser Arbeit verwendete Fusionsprotein rFlaA:Betv1,
fusioniert aus dem Flagellin A von Listeria monocytogenes und Bet v 1, zusatzlich die Fahigkeit
besal}, in einem Ko-Kultur-Experiment mit murinen mDC und Th2-geprimeten Bet v 1-
spezifischen CD4*-T-Zellen die Sekretion von Th1- und Th2-Zytokinen zu unterdriicken
(Schulke et al., 2018). Diese suppressive Wirkung des Fusionsproteins war vor allem auf die
Sekretion von IL-10 durch die aktivierten mDC zurtickgeflihrt worden (Schulke et al., 2018).
Interessanterweise war der Mechanismus der starken Aktivierung, also der Aktivierung des
Metabolismus mit damit einhergehendem sekretierten Zytokinprofil, unabhangig von der
Aktivierung des TLR5 (Schulke et al., 2018). Stattdessen wurde spekuliert, dass die starke
Aggregation des Fusionsproteins hierfur eine besondere Bedeutung hatte. Diese Aggregation
beeinflusst die Aufnahme und konsekutiv die Verarbeitung des Fusionsproteins durch
antigenprasentierende Zellen (Schulke et al., 2018). Die aus Aufnahme und Prozessierung
resultierende MyD88-abhangige mTOR-Aktivierung fuhrt schlieBlich zur Sekretion von IL-10,

um die starke proinflammatorische Aktivierung der Zelle zu limitieren (Schulke et al., 2018).
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5.2 Die Aktivierung des Glucosemetabolismus der BMDMs durch
rFlaA:Betv1 wird begleitet von der Ausschuttung sowohl pro- als

auch antiinflammatorischer Zytokine

Bereits in Experimenten mit murinen mDC konnte eine gleichzeitige Aktivierung des
Zuckermetabolismus und der Zytokinsekretion nach Stimulation der Zellen mit rFlaA:Betv1

gezeigt werden (Schulke et al., 2018).

Makrophagen kénnen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Funktionen ibernehmen. In
Mausen wurde bereits gezeigt, dass sie Uber die Ausschittung von IL-10 allergisch

infammatorische Prozesse in der Lunge verringern kdnnen (Draijer and Peters-Golden, 2017).

Als Folge der Stimulation durch das Fusionsprotein zeigte sich in dieser Arbeit auch in den
BMDMs eine starke Aktivierung des Glucosestoffwechsels. Die Mixtur der beiden
Einzelproteine rBet v 1 + rFlaA konnte dabei eine vergleichbare, aber schwacher ausgepragte
Aktivierung des Glucosemetabolismus auslésen. Der erhéhte Glucosekonsum sowie der
Warburg-Effekt sind hierbei Zeichen einer Verstarkung der anaeroben Glykolyse, wie sie von
Otto Warburg erstmalig in Krebszellen festgestellt wurde (Warburg, 1956). Bei Makrophagen
sind sie Anzeichen einer Differenzierung der Zellen in Richtung M1-Makrophagen (Shapouri-
Moghaddam et al., 2018). Das Paradigma der M1- und M2-Makrophagen ist ein niitzliches,
wenn auch nicht vollstandiges, Modell fir die Einordnung von Makrophagen in pro- und
antiinflammatorische Ausrichtung (Shapouri-Moghaddam et al., 2018, Martinez and Gordon,
2014, Viola et al., 2019). Die Differenzierung in Richtung M1-Makrophagen kann, neben der
Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine, wie IFNy bzw. TNF-a, typischerweise das
Ergebnis einer Stimulation mit LPS sein, jedoch spielen ebenfalls TLRs eine wichtige Rolle
(Viola et al., 2019, Martinez and Gordon, 2014). Eine M1-Ausrichtung der Makrophagen geht
dabei mit einer Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a, IL-18, IL-6 und einer
charakteristischen metabolischen Reprogrammierung in Richtung einer verstarkten Glykolyse
einher (Viola et al., 2019). In dieser Studie war die Aktivierung des Glucosemetabolismus
durch das Fusionsprotein auf einem vergleichbaren Niveau wie die Aktivierung durch das stark
proinflammatorisch wirksame LPS. Bei den proinflammatorischen Zytokinen IL-18, IL-6 und
TNF-a zeigte sich eine starke Sekretion als Folge der Stimulation durch das Fusionsprotein,
die durch die Stimulation mit LPS jedoch noch Ubertroffen wurde. Interessanterweise
verursachten sowohl die Stimulation mit LPS als auch mit dem Fusionsprotein eine starke
Ausschittung von IL-10. Eine Uberschie3ende proinflammatorische Reaktion zu zlgeln, ist
eine bekannte Aufgabe der Makrophagen (lyer et al., 2010). Zudem ist erwahnenswert, dass
durch LPS stimulierte M1-Makrophagen typischerweise IL-10 in, verglichen mit M2-
Makrophagen, niedrigerer Dosis sezernieren (Martinez and Gordon, 2014). Dies wiederum

kann M2-Makrophagen zu verstarkter Sekretion von IL-10 anregen (Martinez and Gordon,
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2014). Wenn also eine sich auf diese Weise perpetuierende Sekretion von IL-10 in der
Zellkultur bei der Stimulation mit LPS denkbar ist, so auch fir die Stimulation mit rFlaA:Betv1.
Spannend ist hier auch, dass Flagellin allein zwar ebenfalls eine starke Sekretion
proinflammatorischer Zytokine sowie eine starke metabolische Aktivierung ausloste, eine
vergleichbare Ausschittung von IL-10 jedoch ausblieb. Eventuell reicht hier die intrinsische
proinflammatorische Kapazitat von Flagellin als TLR5-Agonist und die Flagellin-vermittelte
proinflammatorische Aktivierung der Makrophagen nicht aus, um eine entsprechende
Gegensteuerung Uber IL-10 zu bewirken. Zumal sich, wie oben erwahnt, das Fusionsprotein

in der Bildung hochmolekularer Aggregate stark von Flagellin unterscheidet.

5.3 Die Aktivierung des Metabolismus der BMDMs ist mTOR-
abhangig, die Sekretion pro- und antiinflammatorischer Zytokine ist
nach 96 Stunden nicht stark mTOR-abhangig

Rapamycin ist ein spezifischer Inhibitor des Mammalian Target of Rapamycin (mTOR), einer
hochkonservierten Serin/Threonin-Kinase, welche die katalytische Untereinheit zweier
Proteinkomplexe, mTORC1 und mTORC2, ist (Saxton and Sabatini, 2017). Wie bereits in der
Einleitung aufgezeigt, kommt mTORC1 eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der

Polarisation von Makrophagen in den M1- bzw. M2-Typ zu (Byles et al., 2013).

In Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit mit murinen mDC wurde festgestellt, dass die durch
rFlaA:Betv1 verursachte Steigerung des Glucosemetabolismus, gemessen in Form des
Warburg-Effektes und der Glucoseverstoffwechslung, sowie die IL-10-Sekretion sich jeweils
durch eine Rapamycin-vermittelte mTORC1-Inhibition unterdriicken lassen (Schulke et al.,
2018, Moeller et al., 2019). In dieser Arbeit konnte die Aktivierung des BMDM-Metabolismus
ebenfalls durch Rapamycin inhibiert werden. Die rFlaA:Betv1-induzierte IL-10-Ausschittung
aus BMDMs wurde durch Vorinkubation der Zellen mit Rapamycin dosisabhangig, jedoch nicht
signifikant, reduziert, zumindest nicht fur C57BL/6-Mause. Dies kann darauf hindeuten, dass
die Aktivierung der Makrophagen durch das Fusionsprotein im Gegensatz zu den mDC nicht
stark genug ist, um Uber eine Uberschief3ende Aktivierung des mMTORC1 eine entsprechende
Gegenregulation tber IL-10 hervorzurufen. Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass
in Makrophagen ein alternativer, zelltypspezifischer Mechanismus der IL-10-Sekretion
zugrunde liegt. Die Inhibition der MAP-Kinasen jedenfalls konnte eine IL-10-Sekretion
signifikant unterbinden (Abschnitt 5.4 s. u.), was eine Beteiligung des hochkonservierten

MAPK-Signalwegs an der beobachteten IL-10-Sekretion nahelegt.
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In Ubereinstimmung mit der Aktivierung von mDC konnte auch in dieser Arbeit keine starke
Bedeutung des mTORC1-Komplexes flr die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen
(IL-1B, IL-6 und TNF-a) als Reaktion auf die Stimulation mit dem Fusionsprotein nachgewiesen
werden (Moeller et al., 2019).

5.4 Die MAP-Kinase-Inhibitoren SB202190 und U0126 haben keinen
Effekt auf die rFlaA:Betv1-induzierte  Aktivierung des
Zellmetabolismus, inhibieren jedoch die Ausschittung von IL-10 und

verstarken die Sekretion von IL-6

Die durchgefiihrten Inhibitorexperimente zeigen, dass die MAP-Kinasen p42/44 und p38 bei
der, durch das Fusionsprotein getriggerten, Aktivierung des Glucosemetabolismus keine
signifikante Rolle spielen. Eindeutig nachgewiesen werden konnte jedoch ihre Notwendigkeit
fur die Ausschittung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit dem bereits beschriebenen Mechanismus der IL-10-Sekretion in mDC
(Moeller et al., 2019).

Bei der rFlaA:Betv1-induzierten Sekretion von IL-6 flhrte die pra-stimulatorische Inhibition der
BMDMs mit sowohl SB202190 als auch U0126 zu einer signifikanten Steigerung der Sekretion
von IL-6. Mégliche Ursache ist hierfirr eine durch die p42/44- und p38-MAPK-Inhibition bereits
reduzierte Sekretion von IL-10 (siehe oben), sodass hier ein potenzieller negativer, IL-10-

vermittelter Riickkopplungsmechanismus entfallt.

Bei der Stimulation der mDC durch Moeller et al. waren ebenfalls Inhibitionsversuche mit
SP600125, einem Anthrapyrazolon und Inhibitor der stress aktivierten Proteinkinase/c-Jun N-
terminalen Kinase (SAP/JNK) (Bennett et al., 2001) durchgefiihrt worden: Hier zeigte sich bei
der Untersuchung von mDC Uber die Inhibition der Zytokinsekretion hinaus auch eine Inhibition
des Warburg-Effekts und des Glucosemetabolismus (Moeller et al., 2019). Der gleiche Effekt
konnte unmittelbar im Anschluss an die hier prasentierte Arbeit durch weiterfihrende
Experimente von Y.-J. Lin in BMDMs festgestellt werden (Lin et al., 2021). Interessanterweise
ist SAP/JNK auch fir die LPS-vermittelte Aktivierung von Makrophagen (Zytokinsekretion) von
Bedeutung (Procyk et al., 2000). Ebenso gilt dies fur die Aktivierung der mDC durch MPLA
(Zimmermann et al., 2022), wo eine Inhibition durch SP600125 analog zu der Inhibition der
Makrophagen bei der Stimulation mit rFlaA:Betv1 (Lin et al., 2021) neben der Reduktion des
Metabolismus (Glucosekonsum und Warburg-Effekt) ebenfalls zu einer Verringerung der
Sekretion von TNF-a und IL-10 fihrte. Der MAPK-Signalweg kann den mTOR-Signalweg uber

verschiedene Mechanismen aktivieren, unter anderem Uber (l) eine Phosphorylierung von
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TSC1/2, welche zur Aufhebung der TSC1/2-vermittelten mTOR-inhibition fuhrt (Shorning et
al., 2020, Roux et al., 2004), (ll) Gber eine Aktivierung von PI3K (Shorning et al., 2020, Roux
et al., 2004) und () Gber die Phosphorylierung von RPTOR (Shorning et al., 2020, Carriere
et al., 2011). Dass das Fusionsprotein den MAPK-Signalweg stark aktiviert, hat Y.-J. Lin im
Anschluss an meine Arbeit in einer gemeinsamen Publikation nachweisen kénnen (Lin et al.,
2021). Eine Inhibition dieses MAPK-Signalweges durch eine Inhibition einzelner MAP-Kinasen
kann eine verringerte Phosphorylierung des TSC1/2-Komplexes zur Folge haben, die
wiederum zu einer verstarkten Inhibition von mTORC1 fuhrt. Damit vereinbar waren die
beobachtete Inhibition der IL-10-Sekretion durch Vorbehandlung der BMDMs mit entweder
U0126, SB202190 oder Rapamycin (in mDC), die letztlich vor allem auf die Aktivierung von

MTORC1 zurickzufihren ist.

5.5 Eine Inhibition des Inflammasoms hat keinen signifikanten

Einfluss auf die Aktivierung der BMDMs durch das Fusionsprotein

Z-VAD-FMK ist ein Pancaspase-Inhibitor, der in der Lage ist, verschiedene Caspasen,
darunter Caspase 1, zu inhibieren (Lipinska et al., 2014, Li et al., 2019). Die Aktivierung von
Caspasen wird durch Inflammasom-Komplexe reguliert. Wie in der Einleitung dargestellt,
spielen Inflammasome als Regulatoren von Zellantworten auf bestimmte Stressstimuli eine
entscheidende Rolle. Sie bewirken Uber die Aktivierung von Caspasen die Sekretion von stark
proinflammatorischen Zytokinen bis hin zur Pyroptose (Man and Kanneganti, 2015, de Zoete
et al., 2014).

Insbesondere die Sekretion der reifen Form von IL-18 wird durch Caspase 1 ausgelost
(Lipinska et al., 2014). Die Blockade von Caspase 1 als Schlusselenzym fur diesen letzten
Schritt der IL-1B-Reifung (Sollberger et al., 2014) zeigte in dieser Arbeit keinen Einfluss auf

die rFlaA:Betv1-vermittelte Aktivierung des Glucosemetabolismus oder des Warburg-Effekts.

Die rFlaA:Betv1-vermittelte Aktivierung der BMDMs lief3 sich nur insofern unterbinden, dass
die IL-1B-Sekretion nach Inhibition durch Z-VAD-FMK in der zweithdchsten Dosierung in
C57BL/6-BMDM s signifikant verringert wurde. In der héchsten Dosierung war der Effekt jedoch
nicht mehr signifikant. Eine Inhibition von IL-10, IL-6, TNF-a blieb hierbei aus. Dagegen stellten
Schilke et al. eine Beteiligung der Inflammasom-Aktivierung fiir die durch das Fusionsprotein
rFlaA-Ova-induzierte IL-6-Sekretion aus murinen mDC fest (Schilke et al., 2014). Die
Caspase-1-abhangige IL-1B-Sekretion aus rFlaA:Betv1-stimulierten BMDMs ist der
Aktivierung Uber andere Signalkaskaden somit sehr wahrscheinlich nachgeschaltet.
Interessanterweise geht die zweistufige Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms im ersten

Schritt mit der Aktivierung von MyD88 uber den entsprechenden TLR einher. Notwendig hierfur
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ist die Aktivierung von NF-kB (Bauernfeind et al., 2009). Zusammengenommen deuten die
erhaltenen Ergebnisse auf eine MAP-Kinase-abhangige Aktivierung des Inflammasoms durch
das Fusionsprotein hin —insbesondere vor dem Hintergrund, dass die Inhibition der p38-MAP-
Kinase durch U0126 zur Inhibierung der Sekretion von IL-1f3 flihrte (Abbildung 13)

5.6 Das Fusionsprotein unterdriickt Bet v 1-spezifische Th2-

Antworten in vitro

CD4*-Th-Zellen gehéren zur Gruppe der T-Lymphozyten und sind von zentraler Bedeutung fur
das adaptive Immunsystem. Sie lassen sich weiter in verschiedene Subtypen unterteilen.
Darunter fallt insbesondere die Unterscheidung von Th1- und Th2-Subtypen (Del Prete, 1992,
Wambre et al., 2012, Kumar et al., 2018). Wahrend CD4*-Th1-Zellen vor allem fur die
Bekampfung bakterieller Infektionen von Bedeutung sind, wird CD4*-Th2-Zellen eine zentrale
Bedeutung bei der Bekdmpfung von Parasiten und der Entstehung von Allergien
zugeschrieben. IL-2 ist ein essenzieller Faktor fiir die Aktivierung und das Uberleben von Th2-
Zellen, deren wichtigste Effektor-Zytokine wiederum IL-4, IL-5 und IL-13 sind (Del Prete, 1992,
Luckheeram et al., 2012, Punnonen et al., 1997). IL-4 und IL-13 sind dabei zentrale Zytokine
fur den Isotypwechsel von IgG- zu IgE-Antikérpern (Punnonen et al., 1997). IFNy und IL-12
hingegen sind wichtige Zytokine in der Differenzierung von Th1-Zellen, wobei IFNy gleichzeitig
auch das wichtigste Effektor-Zytokin der Th1-Zellen ist (Luckheeram et al., 2012).

Schilke et al. konnten zeigen, dass murine mDC in einer Ko-Kultur mit Th2-geprimten Bet v
1-spezifischen CD4*-Zellen die Th2-typische Sekretion von IL-5 und IL-13 infolge einer
Stimulation dieser Ko-Kulturen mit dem Allergen unterdriickten, wenn rBet v 1 mit dem

Fusionsprotein aus rFlaA:Betv1 zusammen ko-appliziert wurde (Schulke et al., 2018).

In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass BMDMs bei Stimulation mit dem
Fusionsprotein in der Ko-Kultur einen vergleichbaren Einfluss auf die allergenspezifische
Zytokinantwort der CD4*-Th-Zellen ausuben.

Im Einzelnen zeigte sich eine erhdhte metabolische Rate und eine Aktivierung des Warburg-
Effekts in der Ko-Kultur als Ergebnis der Stimulation mit dem Fusionsprotein — in héheren
Dosen darlber hinau