Aus der Neurologischen Klinik und Poliklinik

der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen

Untersuchungen zur Interaktion von leptomeningealen Zellen und

Makrophagen bei der Induktion der Immunantwort im Rahmen

einer Infektion mit Streptococcus pneumoniae

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

vorgelegt von
Paul Beckenbauer
aus

Bremen

2025



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitit zu Miinchen

Erstes Gutachten: Prof. Dr. Uwe Kdodel

Zweites Gutachten: Prof. Dr. Helga Maria Schmetzer
Drittes Gutachten: Priv. Doz. Dr. Stefan Kastenbauer
Weiterer Gutachter: Prof. Dr. Johannes Hiibner

Dekan: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Tag der miindlichen Priifung: 18. November 2025



LMU

LUDWIG-

MAXIMILIANS-

UNIVERSITAT
MUNCHEN

Dekanat Medizinische Fakultat
Promotionsbiiro

Eidesstattliche Versicherung

Beckenbauer, Paul

Name, Vorname

Ich erkldre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel

Untersuchungen zur Interaktion von leptomeningealen Zellen und Makrophagen bei der
Induktion der Immunantwort im Rahmen einer Infektion mit Streptococcus pneumoniae

selbstandig verfasst, mich auBer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient und alle Erkennt-
nisse, die aus dem Schrifttum ganz oder anndhernd lUbernommen sind, als solche kenntlich gemacht

und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.

Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in ahnlicher Form

bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades eingereicht wurde.

Minchen, 12.12.2025

Ort, Datum

Paul Beckenbauer

Unterschrift Paul Beckenbauer

Eidesstattliche Versicherung

Stand: 16.03.2025


Paul Beckenbauer
München, 12.12.2025

Paul Beckenbauer
Paul Beckenbauer


Inhaltsverzeichnis

Eidesstattliche Versicherung............ccoccveeeiiiiiieniiecieeceeceeeee e 3
ADbStract (ENGliSh) ......ccviiiiiiiieeeeeeee e e 7
AbKUIrZUNGSVETZEICHNIS ... eeeiiieciieeiieeee ettt e 9
1  Einleitung und Stand der Forschung ..........c.ccccceeviieriiieiiecieeieee e, 11
1.1 HiINtergrund.........ooovieiiiiiieiiee ettt e 11
1.2 PathOphySIOIO@IC. ....eeeiuiieiiieiiecieeiie ettt et 12
1.3 Die Rolle von Zytokinen bei bakteriellen Hirnhautentziindungen.................. 14
1.4  Die Regulation der IL-1B-Produktion durch das NLRP3-Inflammasom ....... 16
1.5  Der Stellenwert (lepto-)meningealer Zellen und Makrophagen in der
Pathogenese der Pneumokokken-Meningitis............cocoveeevienieeiiienieniienie e 18
1.6 Die Interaktionen von peripheren Fibroblasten und Makrophagen................ 19

2 Fragestellung und Hypothesen ............ccocvveiiieiiiiiiieieeeeeeeee e 21
3 Material und Methoden .............cocoviiiiiiiiiniiieeeeee e 22
3.1 IMALETIAL ...ttt s 22
3.1.1 Zellkulturmedien, Reagenzien, Chemikalien und Immunglobuline....... 22
3.1.2 Verbrauchsmaterialien ..........coeeouerieniiiiiienieieieeeeeee e 23
3.1.3 KIS 1ttt 24
3.14 TechniSChe GErAte........coviriiiiiiiiieieeieeee e 24
3.1.5 Chemikalien und Immunglobuling .............cccceeeiieiieniiiniiniieieieee, 25
3.1.6 SOFEWATE ...ttt 26
3.1.7 ZRIICTL ...ttt 26

3.2 Verwendete Zellpopulationen............ccoecueeriiiiieniieniienieeiiecieeeeee e 27
3.2.1 Ben-Men-1-ZellliNIe .........cceeviiriiriiiiiiieieeieeeseee e 27
322 Primire Meningeale Zellen (Human Meningeal Cells, HMC)............... 27
323 Perizyten (Human Brain Vascular Pericytes, HBVP) .........cccccceeenee. 27
324 THP-1 ZEINIC ..ottt 28
3.2.5 Periphere mononukleédre Blutzellen (PBMC)........ccccoeviiiiiiiiiniieienee. 28

3.3 Verwendete BaKteTien........cooiriirieriiiiiiieieciesteicee e 28
3.4 ZEUKUITUL ..ottt 29
34.1 Direktes Ko-Kultur-System (Einkammer-System)...........cccccceevveenennee. 29

4



34.2 Indirektes Ko-Kultur-System (Transwell-System)..........cccceeveeieeneennee. 29

343 Konditioniertes Meditm ..........coccererviiiienienienienieesieseee e 29
3.5  Erhalt und Vorbereitung der Zellkulturen .............cccoeevieiieiiiiniiniieiee, 30
3.6 StimulationSProtoKOll .........cceeviiiiiiiiiieiiee e 31

3.6.1 Versuchsablauf in Ko-Kultur..........ccocooviiiiniiiniiiecceceee 31

3.6.2 Versuchsablauf mit konditioniertem Medium............c.ccoeceeevienieenenee. 32

3.6.3 Qualitative Untersuchungen des konditionierten Mediums.................... 33

3.6.4 Versuche mit Humanen Meningealen Zellen (HMC).............cccceeunenee. 34

3.6.5 Versuche mit Humanen Perizyten (HBVP).........ccoccooviiiiiiiiniiiiee, 34

3.6.6 Versuche mit peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC)............... 35
3.7 MeSSMENOACN ..ottt 35

3.7.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (Sandwich-ELISA).................... 35

3.7.2 ANIDOAY-ATTAY ....eoeiieiieiieeiieeie et ettt eiee e e aee e 36

3.7.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR).............. 38
3.8 StatiStiSChe ANALYSE ....ccvieiiiiiiieiiecie ettt 39

EI@EDNISSE .. .eeeuiieeiieeie ettt et e e e e s e enaeenaeens 40

4.1 Untersuchungen zur Interaktion von Ben-Men-1-Zellen und THP-I1-

Makrophagen in Ko-KuUltur ...........ccocoiiiiiniiiiiiieeeeeeee e 40
4.1.1 Ben-Men-1-Zellen setzen bei direkter und indirekter Ko-Kultur mit THP-
1-Makrophagen mehr IL-6 frei als in Monokultur ..........ccccoceviininiiniincniiniens 40
4.1.2 Konditioniertes Makrophagenmedium bewirkt eine deutliche Verstirkung
der IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen im Vergleich zur Monokultur.......... 41
413 Die stimulatorische Wirkung von konditioniertem Makrophagenmedium
kann durch physikalische Behandlung abgemildert werden...........cccccoceveenennnne. 42

4.1.4 Konditioniertes Medium TLR2-, ASC- und NLRP3-defizienter THP-1-
Makrophagen zeigte im Vergleich zu Uberstinden von WT-THP-1-Makrophagen

eine deutlich geringere stimulatorische Wirkung ...........ccccoocvevieviniiniincniencenens 44
4.1.5 TLR2-, ASC- und NLRP3-defiziente Makrophagen produzieren weniger
IL-1P als die vergleichbaren Wildtyp-Zellen ..........ccccoooveviiviniininieniencnieneeene 45
4.1.6 Die pharmakologische Behandlung von THP-1-Makrophagen mildert die
stimulatorische Wirkung auf Ben-Men-1-Zellen...........ccccoeoevieniniiniiincniencenen. 46
4.1.7 Die stimulatorische Wirkung konditionierten Makrophagenmediums wird
durch IL-1-Rezeptor-Antagonisten und IL-1B-Antikorper blockiert ..................... 47

5



4.1.8 Die Modulation der Ben-Men-1-Zellen ist in der Frithphase der Infektion

Pneumolysin-abhangig .........cccceeouiiiiiiiieiiieiee e 48
4.1.9 Auch in direkter Ko-Kultur ist die Fibroblastenaktivierung von der IL-13-
Freisetzung der Makrophagen abhangig...........ccccoevivviiieniiiiiiiiieiiieiece e 51
4.1.10  PCR-Untersuchungen ausgewihlter Faktoren in Ben-Men-1-Zellen..... 52

4.1.11  Uberblick iiber das Spektrum freigesetzter Botenstoffe von Ben-Men-1-
Zellen nach einer Behandlung mit konditioniertem Makrophagenmedium............ 53

4.2 Untersuchungen zur Interaktion von Immunzellen und primiren humanen

meningealen Zellen (HMC) sowie zerebralen Perizyten (HBVP)..........cccccueeneennnene. 55
4.2.1 Interaktionsverhalten von HMC und THP-1-Makrophagen................... 55
4.2.2 PCR-Untersuchungen selektiver Faktoren in HMC ............ccccoceeienee. 58

423 Antibody-Array-Untersuchungen zur Zytokinfreisetzung von HMC .... 59
4.2.4 Erginzende Analysen zur IL-8- und CCL2-Freisetzung aus HMC in Folge
einer Stimulation mit konditioniertem Makrophagenmedium...............cccccueenneennee. 61

4.3 Perizyten (Human Brain Vascular Pericytes, HBVP) sind zur IL-1pB-

abhingigen Produktion von IL-6 fahig..........ccoocieiiiiiiiiiiiieeeeeee e 65
44  Auch periphere mononukledre Zellen (PBMC) konnen die Reaktivitit
meningealer Zellen bei einer Exposition mit Pneumokokken modulieren................. 67
5 DISKUSSION «..eeiiiiiiieiiieieei ettt sttt s 69
5.1 Die Reaktion meningealer Zellen und Makrophagen auf eine Infektion mit
SreptoCOCCUS PIEUMONIAE ......cccueeeeeeieeiiieeiieeeieeeeieeeeiee et ee e saae e s beeesbeeseasee e e 70
5.2 Die Modulation der Aktivitdt meningealer Zellen durch Makrophagen ........ 72
53 Die Rolle des IL-1p bei der Modulation meningealer Zellen durch
MAKTOPRAZEN ...ttt ettt ettt e ettt e eabeeaeeesbeeneeenseenne 74
5.4  Die Wirkung von Pneumolysin im zeitlichen Verlauf einer Infektion........... 78
5.5 LIMItAIONEN.c...iiiiiiiieiiieitieteeitesit ettt sttt ettt sbe e s e b ne e 80
5.6 AUSBIICK ..ot 80
6 ZUSAMMENTASSUNG .....eeieiiiieiiiieeeiiieeeieee et e et e et e e st e e s sbeeeenaeeesnnaeeennnes 82
T SUINIMATY .ceuitieeiiiieeeiiee et eeeiee e e itee e ebtee st e e esbeeesasbeeesnsaeessnseeesnnneeesnsseeennses 86
8 DaANKSAGUNG ....cccevieeiiieeiie et nneas 91
LAteraturverZEIChNIS .......ovviiiiiieiieeieeice et 92



Abstract (English)

Macrophages guide the immune response of meningeal cells to Streptococcus

pneumoniae exposure through IL-1f secretion

P. Beckenbauer!, S. Dyckhoff-Shen!, B. Angele!, M. Klein!, S. Hammerschmidt?, H.-W. Pfister!, U. Koedel'

! Department of Neurology, Klinikum Grosshadern, Ludwig-Maximilians-University, > Department of Molecular Genetics and

Infection Biology, Interfaculty Institute for Genetics and Functional Genomics, University of Greifswald — Greifswald (Germany)

Background: Pneumococcal meningitis remains a life-threatening disease with a high
mortality. Unfavorable courses are commonly the result of intracranial complications
caused by the inflammatory reaction to pneumococcal infection. There is still uncertainty
about the cellular sensors of pneumococcal infection in the meninges. Recently, we
showed that meningeal cells respond to pneumococcal infection by releasing cytokines
and that this response is enhanced upon direct contact with macrophages. Here, we
investigated the impact of macrophages on meningeal cells in response to pneumococcal

infection in more detail.

Material and methods: Benign-meningothelioma cells (Ben-Men-1) or primary human
meningeal cells (HMC) were co-cultured with macrophages differentiated from THP-1
cells (with or without having direct contact) or with macrophage-conditioned media.
Their reaction to S. pneumoniae was assessed using proteome profiler arrays and ELISAs.
In order to obtain information about potential messenger molecules, macrophage-
conditioned media were heat-treated or centrifuged over molecular weight cut-off filters.
Moreover, supernatants from gene-deficient THP-1 cells and selected pharmacological

inhibitors were assessed for their influence on the cytokine release by meningeal cells.

Results: When Ben-Men-1 or HMC were co-cultured with human THP-1 macrophages,
we observed a dramatic increase in the release of cytokines such as IL-6 or IL-8. This
phenomenon was found in both direct and indirect co-culture systems. The addition of
supernatants from S. pneumoniae-stimulated THP-1 macrophages alone triggered a
massive release of cytokines by meningeal cells. Heating of the supernatants or their
centrifugation over molecular weight cut-off filters demonstrated that the trigger factor(s)
must be heat-labile and between 3 kDa and 50 kDa in size. Conditioned media of ASC
and NLRP3 KO THP-1 cells as well as the pharmacological blockade of NLRP3, caspase-
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1, and IL-1pB signaling were associated with reduced immune responses of human
meningeal cells, suggesting involvement of the cytokine IL-1B in the guidance of

meningeal cells by macrophages.

Conclusion: Our study suggests that macrophages are crucial in directing the meningeal
cell response to pneumococcal infection of the leptomeninges by releasing IL-1f, which

is known as an important inflammation regulator in pneumococcal meningitis.
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1 Einleitung und Stand der Forschung

1.1 Hintergrund

Die Meningitis ist ein lebensbedrohliches Krankheitsbild, dem eine Infektion des
Subarachnoidalraumes zugrunde liegt (van de Beek et al., 2016). Sie stellt laut Global
Burden of Disease (GBD)-Bericht mit einer Inzidenz von weltweit 2,5 Mio.
Erkrankungen im Jahr 2019 eine seltene, jedoch schwerwiegende und folgenreiche
Erkrankung dar, deren Atiologie hauptsichlich auf bakterielle oder virale Erreger
zuriickzufiihren ist (Collaborators, 2023).

In entwickelten Landern sind Pneumokokken zu etwa 70% fiir die bakterielle Meningitis
beim erwachsenen Menschen verantwortlich (Bijlsma et al., 2016). Durch Fortschritte in
der Entwicklung von Impfstoffen und dem Aufkommen neuer therapeutischer Ansétze
ist die Pneumokokken-Meningitis zwar mit einer sinkenden Mortalitét, jedoch weiterhin
hohen Morbiditit verbunden (Buchholz et al., 2016; Collaborators, 2023).

Wihrend ndherungsweise 18% der Patienten an einer Pneumokokken-Meningitis
versterben (Collaborators, 2023), leidet ein Grof3teil der iiberlebenden Menschen
langfristig  an  neurologischen  Folgeerscheinungen,  darunter =~ Horverlust,
fokalneurologischen Defiziten, kognitiven Einschrinkungen und Epilepsie (Kloek et al.,
2020; Lucas et al., 2016). Ursédchlich fiir diese neurologischen Beeintrachtigungen ist die
Entstehung intrakranieller Komplikationen im Verlauf der Hirnhautentziindung. Diese
konnen sich unter anderem in Form von ischdmischen Schlaganfillen, intrakraniellen
Hamorrhagien, diffusen Hirnddemen, Hirnabszessen oder Hydrozephalus manifestieren
(Kastenbauer & Pfister, 2003; Legouy et al., 2024; Pfister et al., 1993).

Die Entstehung der Komplikationen ist vornehmlich Folge einer {iiberschieBenden
korpereigenen Entziindungsreaktion, gekennzeichnet durch eine starke Einwanderung
von neutrophilen Granulozyten in den Liquorraum (Fassbender et al., 1997; Koedel et al.,
2010a; van de Beek et al., 2021). Zum Verstindnis der daraus resultierenden Folgen
bedarf es einer genaueren Betrachtung der zu Grunde liegenden pathophysiologischen

Mechanismen.
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1.2 Pathophysiologie

Pneumokokken besiedeln zundchst asymptomatisch die Mukosa des menschlichen
Nasopharynx, wobei die Privalenz geografisch variiert und in Europa bei iiber 60-
Jéhrigen etwa 3-5 % betrigt, widhrend sie bei jlingeren Menschen, insbesondere
Sduglingen, mit bis zu 60 % deutlich hoher liegt (Almeida et al., 2014; Almeida et al.,
2020; Bosch et al., 2016; Flamaing et al., 2010). Es wird angenommen, dass die Bakterien
durch hidmatogene Streuung bei einer anhaltenden Bakteridmie, durch kontinuierliche
Ausbreitung von Infektionsherden oder tiber Gewebedefekte infolge von Traumata oder
Operationen in den Subarachnoidalraum gelangen (Koedel et al., 2010b; Lin et al., 2014;
van de Beek et al., 2021). Der genaue Eintrittsort der Pneumokokken in das ZNS ist dabei
weiterhin unbekannt; bei der himatogenen Aussaat gelten postkapillire Venolen und
Venen des Subarachnoidalraumes als wahrscheinlich (Iovino et al., 2013).

Nach transzytotischer Uberquerung der Blut-Hirn-Schranke durch Bindung von
Oberflachenmolekiilen der Pneumokokken an spezifische Rezeptoren des Endothels
(Cundell et al., 1995), finden die Bakterien optimale Bedingungen vor, sich zu vermehren
(Mook-Kanamori et al., 2011; van de Beek et al., 2021). Eine Polysaccharidkapsel schiitzt
sie vor Opsonisierung und Phagozytose und ermdglicht ihnen, das Komplementsystem
zu umgehen (Hyams et al., 2010). Daneben ist die Immunabwehr im Liquorraum
eingeschrinkt, was hauptsichlich durch die Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke
bedingt ist (J. V. Forrester et al., 2018; Klein & Hunter, 2017). Vor Ort sind Bestandteile
der angeborenen und erworbenen Immunitét, wie etwa Faktoren des Komplementsystems
und Immunglobuline nur in vergleichsweise geringer Zahl vorhanden (Dujardin et al.,
1985; Koedel, Scheld, et al., 2002; Pachter et al., 2003; Scheld, 1984; Simberkoff et al.,
1980; Stahel et al., 1997). So ist beispielsweise die Menge der Komplementfaktoren Clq,
C3 und C4 um das 200-400-fache im Vergleich zum Serum vermindert (Dujardin et al.,
1985).

Wenn Pneumokokken im Liquorraum {iber ldngere Zeit in einer stationdren Phase
verbleiben, durchlaufen sie autolytische Prozesse (Martner et al., 2009). Wihrend der
Autolyse kommt es zur Freisetzung subkapsuldrer Komponenten, darunter
Lipoteichonsdure, Peptidoglykane, Pneumolysin (PLY') und bakterielle DNA sowie RNA
(Chekrouni et al., 2024; Gerber et al., 2003; Hirst et al., 2004; Kinsella et al., 2022;
Koedel, Scheld, et al., 2002; Martner et al., 2008; Schneider et al., 1999; Stuertz et al.,
1999; Tuomanen et al., 1985; Wall et al., 2012). Diese Bestandteile werden von
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Mustererkennungsrezeptoren — antigenprisentierender  Zellen erkannt, worunter
verschiedene membrangebundene Toll-like-Rezeptoren (TLR’s) und zytosolische Nod-
like-Rezeptoren (NLR’s) fallen (Malley et al., 2003; Mook-Kanamori et al., 2011; Opitz
et al., 2004; Yoshimura et al., 1999). In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass fiir die Erkennung von Pneumokokken bei einer ZNS-Infektion
insbesondere TLR2 und TLR13 relevant sind (Dyckhoff-Shen et al., 2024; Klein et al.,
2008; van de Beek et al., 2016; van de Beek et al., 2021).

Die Aktivierung von TLR‘s und NLRs fiihrt iiber eine intrazelluldre Kaskade zu einer
von dem Transkriptionsfaktor Nuclear factor kappa B (NF-kB) abhingigen Produktion
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (T. Liu et al., 2017; Tsuchiya et al.,
2007). Hierzu wurden in tierexperimentellen Untersuchungen zeitabhingig, insbesondere
in der Frithphase auftretende inflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-6, IL-1
und Tumornekrosefaktor (TNF)-a beschrieben (Barichello et al., 2010; Koedel, Scheld,
etal.,2002; van Furth et al., 1996). IL-1 und TNF-a bewirken eine vermehrte Expression
von Adhisionsmolekiilen des vaskuliren Endothels, welche die Rekrutierung
polymorphkerniger Leukozyten iiber die Blut-Hirn-Schranke in den Liquorraum férdern
(Fassbender et al., 1997). Diese tragen durch ihre Produktion von Stickstoffmonoxid,
reaktiven  Sauerstoffspezies und  Matrixmetalloproteasen zur  umliegenden
Gewebsschidigung und der Entstehung intrakranieller Komplikationen bei (Koedel et al.,
1995; Koedel & Pfister, 1997; Leppert et al., 2000; Paul et al., 1998).

Die Destruktion zerebraler Gefdle im Rahmen der meningealen Inflammation scheint
dabei hauptsdchlich fiir die Schidigung des Gehirns verantwortlich zu sein, da der
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke die Entstehung eines Hirnodems bewirkt
(Engelen-Lee et al., 2016). Zudem fiihrt die Verengung der GefaBlumina durch
entziindliche perivaskulére Infiltrate sowie Vasospasmen zu Infarkten und Himorrhagien
(Engelen-Lee et al., 2016).

Die pathophysiologischen Abldufe verdeutlichen, dass die schweren Komplikationen
einer Pneumokokken-Meningitis in erster Linie nicht auf eine direkte Schadigung durch
das bakterielle Pathogen, sondern insbesondere auf eine iiberschieBende Antwort des
Immunsystems zuriickzufiihren sind. Hierbei spielen, wie oben beschrieben, Zytokine

eine entscheidende Rolle, auf die im folgenden Abschnitt eingegangen wird.
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1.3 Die Rolle von Zytokinen bei bakteriellen Hirnhautentziindungen

Zytokine sind Botenstoffe, die durch Regulation von immunologischen und
inflammatorischen Prozessen an zahlreichen biologischen Vorgéngen des menschlichen
Organismus beteiligt sind (Dinarello, 2000, 2007).

Sie beinhalten die Interleukine, Chemokine, Interferone und viele weitere Signalmolekiile
(Dinarello, 2007). Eine wichtige Stellung in der Immunantwort auf eine bakterielle
Meningitis nehmen die Zytokine IL-6, C-X-C motif chemokine ligand (CXCL)-8 (IL-8),
IL-10, IL-1p und TNF-a ein (Kalchev et al., 2023; Leib & Tauber, 1999; Muller et al.,
2021). Sie sind im Liquor von Patienten mit schwerer bakterieller Meningitis vermehrt
nachweisbar (Kalchev et al., 2023; Perdomo-Celis et al., 2015).

IL-6 werden diverse wichtige biologische Eigenschaften zugeschrieben (Grebenciucova
& VanHaerents, 2023; Kishimoto et al., 1992). Es bewirkt die Produktion von Akut-
Phase-Proteinen in der Leber durch Hepatozyten (Andus et al., 1987; Castell et al., 1988;
Gauldie et al., 1987) und dient als Differenzierungsfaktor fiir Immunzellen sowie als
Wachstumsfaktor fiir Zellen des hdmatopoetischen Systems (Miyaura et al., 1988; Shabo
et al., 1988). Als Quelle des Zytokins gelten neben Monozyten bzw. Makrophagen auch
Fibroblasten, Endothelzellen, B-Lymphozyten und viele weitere Zellpopulationen (Akira
etal., 1993; Krauss et al., 2021; Linge et al., 2022; Nguyen et al., 2017; Podor et al., 1989;
Wolvekamp & Marquet, 1990).

Im ZNS wird IL-6 von einer groen Anzahl an Zellen, darunter Neuronen, Astrozyten
und Mikroglia produziert (Erta et al., 2015; Gadient & Otten, 1997; Marz et al., 1998;
Sebire et al., 1993). Die Expression des Zytokins ist bei zahlreichen ZNS-Erkrankungen
verdndert, darunter Morbus Alzheimer (Lyra et al., 2021), Multipler Sklerose (Frei et al.,
1991), Morbus Parkinson (Diaz et al., 2022) und Chorea Huntington (Eide et al., 2023).
Ferner wurden schon vor vielen Jahren erhohte Konzentrationen von IL-6 im Liquor von
Patienten mit bakterieller Meningitis insbesondere in der Frithphase der Erkrankung
gefunden (Houssiau et al., 1988; Waage et al., 1989).

IL-6 besitzt neben proinflammatorischen auch antiinflammatorische Eigenschaften
(Gadient & Patterson, 1999; Paul et al., 2003; Scheller et al., 2011). Der intravendse
Einsatz eines IL-6-Antikorpers fiihrte in einem Mausmodell der Pneumokokken-
Meningitis nach 6 Stunden zu einer Verminderung der Leukozyten und des Proteingehalts
im ZNS (Marby et al., 2001). Weiterhin zeigten IL-6-defiziente Mduse nach intrathekaler
Injektion von Bakterien eine deutlich reduzierte vaskuldre Permeabilitdt, ein geringeres

14



Hirnddem und verminderten intrakraniellen Druck im Vergleich zu Wildtyp (WT)-
Maiusen (Paul et al, 2003). Demgegeniiber wiesen IL-6-defiziente Maiuse eine
signifikante Erh6hung der Leukozytenzahl auf (Paul et al., 2003). Zudem fiihrte IL-6 zu
einer verminderten Expression proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-13 und TNF-
o (Aderka et al., 1989; Schindler et al., 1990). Dies konnte in einem in-vivo-Modell der
Pneumokokken-Pneumonie bestitigt werden, da bei IL-6-defizienten Mdusen nach einer
pulmonalen Infektion mit Pneumokokken diverse proinflammatorische und
antiinflammatorische Zytokine herunterreguliert wurden (van der Poll et al., 1997).
Dem Zytokin IL-1f werden hauptsidchlich proinflammatorische Eigenschaften
zugeschrieben (Dinarello, 1998b). Als primire Quelle des IL-1p gelten Monozyten und
Gewebsmakrophagen, nicht jedoch Fibroblasten und Epithelzellen (Dinarello, 2009). Es
ist bei vielen Erkrankungen entscheidend an der Entstehung lokaler und systemischer
Entziindungsreaktionen beteiligt (Dinarello, 2009). So fiihrte bereits die intrazisternale
Injektion von rekombinantem IL-1p durch Invasion von neutrophilen Granulozyten in
den Subarachnoidalraum und Erhéhung der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitdt zum
klinischen Bild einer Meningitis bei Ratten (Quagliarello et al., 1991).

Die Signalwirkung des IL-1 wird iiber den zugehorigen Rezeptor IL-1R vermittelt
(Dinarello, 2018). Zwijnenburg et al. (2003) untersuchten die Funktion von endogenem
IL-1 in einem Mausmodell der Pneumokokken-Meningitis und stellten fest, dass IL-1R-
defiziente-Méuse nach intranasaler Gabe von Pneumokokken eine beeintrichtigte
Abwehrreaktion und ein geringeres Uberleben zeigten. Hoegen et al. (2011) zeigten in
einem Mausmodell, in dem eine Meningitis durch intrazisternale Bakterieninjektion
ausgelost wurde, dass die IL-1-Rezeptorblockade bei Méusen zu einer Verminderung der
meningealen Inflammation und Senkung des intrakraniellen Drucks fiihrte. In diesen
beiden Untersuchungen wurden die Miuse nicht antimikrobiell behandelt (Hoegen et al.,
2011; Zwijnenburg et al., 2003). Demgegeniiber fiihrte der Einsatz eines IL-1(3-
Antikorpers in einem kliniknahen Mausmodell mit Einsatz von Antibiotika zu keiner
signifikanten Absenkung der Entziindungsreaktion im Liquor (Klein et al., 2019).
Chemokine bilden einen wichtigen Bestandteil der Homdostase des Immunsystems und
sind fiir die Migration weiller Blutkorperchen relevant (Cardona et al., 2008; Hughes &
Nibbs, 2018). IL-8 erweist sich dabei als wichtiger chemotaktischer Mediator in der
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten bei der bakteriellen Meningitis (Dumont et al.,

2000; Ostergaard et al., 2000; Spanaus et al., 1997; Woehrl et al., 2011). Nach Auslésen
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einer Pneumokokken-Meningitis bei Hasen konnten Ostergaard et al. (2000) zeigen, dass
die Behandlung mit einem IL-8-Antikdrper zu einer erniedrigten neutrophilen Pleozytose
im Liquor fiihrte.

Ebenso von Bedeutung ist das Chemokin CC-Chemokin-Ligand (CCL) 2, auch bekannt
als Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), dessen Expression bei bakteriellen
Meningitiden erhoht ist (Kastenbauer et al., 2005; Moller et al., 2005; Spanaus et al.,
1997). Es fungiert als potenter Botenstoff zur Rekrutierung von Monozyten und wird von
den meisten Zellen des ZNS exprimiert, darunter Neuronen, Astrozyten und Mikroglia
(Orchanian et al., 2024; Rock et al., 2006; Yao & Tsirka, 2014). Ferner wird CCL2 von
Fibroblasten produziert (Yoshimura & Leonard, 1990). In einem Modell mit
Meningeomzellen konnte eine positive Korrelation zwischen der Menge an exprimiertem
CCL2 und dem Grad der Makrophageninfiltration gefunden werden (Sato et al., 1995).
Die genaue Wirkung des Chemokins auf Zellen des ZNS ist Gegenstand aktueller
Forschung. Es wird angenommen, dass CCL2 einen kompromittierenden Einfluss auf die
Integritdt der Blut-Hirn-Schranke hat (Yao & Tsirka, 2014).

Diverse Studien haben in der Vergangenheit die oben beschriebene Bedeutung des
proinflammatorischen Zytokins IL-1f in der Pathogenese entziindlicher Erkrankungen
herausstellen kdnnen (Dinarello et al., 2012). Im folgenden Abschnitt wird die Regulation
der IL-1B-Produktion durch das NLRP3-Inflammasom ndher beleuchtet.

1.4 Die Regulation der IL-1B-Produktion durch das NLRP3-

Inflammasom

Die Produktion des Zytokins IL-1f unterliegt unter anderem einer Steuerung durch das
sogenannte NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3)-Inflammasom,
auch bekannt als NALP3/cryopyrin/CIAS1 (Agostini et al., 2004; Bauernfeind et al.,
2009; Paik et al., 2021). Dieses setzt sich aus dem Sensor NLRP3, dem Adapterprotein
Apoptosis-Associated Speck-like Protein containing a CARD (ASC) und dem Enzym
Caspase-1 zusammen (Agostini et al., 2004).

Inflammasome sind Multiproteinkomplexe des angeborenen Immunsystems, welche von
Makrophagen zur Abwehr mikrobieller Erreger gebildet werden und die Immunantwort
kontrollieren (Broz & Dixit, 2016; Franchi et al., 2012). Die Multiproteinkomplexe
werden dazu benétigt, Caspase-1 zu aktivieren, welches die NF-kB-abhingig

produzierten Vorstufen der IL-1-Familien-Zytokine, pro-IL-1 und pro-IL-18, in ihre
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aktive Form umwandelt (Barker et al., 2011). Das Adapterprotein ASC ist entscheidend
an der Rekrutierung der Caspase-1 beteiligt, in dem es als Verkniipfungsstelle zwischen
NLRP3 und Pro-Caspase-1 fungiert (Schroder et al., 2010; Srinivasula et al., 2002).

Die Bildung des NLRP3-Inflammasoms setzt zwei Schritte voraus, die als Priming und
Aktivierung bezeichnet werden (Kelley et al., 2019). Das Priming benennt die NF-kB
abhéngige Transkription von prolL-1B und Komponenten des NLRP3-Inflammasoms
iiber die Erkennung von Pathogenassoziierten molekularen Mustern (PAMP’s) und
Schaden-assoziierten molekularen Mustern (DAMP’s) durch TLR’s und NLR‘s
(Bauernfeind et al., 2009). Auch die Zytokine TNF-a und IL-1p selbst kdnnen durch
Bindung an ihre Rezeptoren TNFR1/2 und IL-1R Teil des Priming-Prozesses sein
(Franchi et al., 2009; Kuno & Matsushima, 1994). Um biologisch aktiv zu werden, muss
prolL-1p nach der Synthese durch das Enzym Caspase-1 proteolytisch zu IL-1 gespalten
werden (Black et al., 1988; Dinarello, 1998a; Thornberry et al., 1992). Dies geschieht in
dem zweiten Schritt, der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, durch eine Reihe
unterschiedlichster Stimuli, darunter bakterielle und virale PAMP’s sowie korpereigene
und -fremde DAMP‘s (Bauernfeind et al., 2009; Martinon et al., 2009; Swanson et al.,
2019). Auch mikrobielle Toxine wie z.B. das von Pneumokokken produzierte Zytolysin
PLY konnen zu einer Caspase-1 bzw. NLRP3-abhingigen Produktion von IL-1fB
beitragen (Karmakar et al., 2015; McNeela et al., 2010). Die Rolle des NLRP3-
Inflammasoms bei der Pneumokokken-Meningitis konnte in Studien herausgestellt
werden, in denen ASC- und NLRP3-defiziente Méuse nach Infektion mit Pneumokokken
eine verminderte Immunreaktion und einen besseren klinischen sowie histologischen
Score gegeniiber den Wildtyp-Tieren aufwiesen (Geldhoff et al., 2013; Hoegen et al.,
2011). Der Einsatz eines pharmakologischen NLRP3-Inhibitors MCC950 entfaltete im
Tiermodell neuroprotektive Wirkung, in dem es die Entziindungsreaktion milderte und
Verhaltensdefizite der mit Pneumokokken infizierten Tiere reduzierte (Generoso et al.,
2023).

Ungeachtet oben beschriebener Funktionen des NLRP3-Inflammasoms waren zu Beginn
dieses Forschungsvorhabens noch Fragen zu der Beteiligung des Proteinkomplexes an
der Interaktion von meningealen Zellen und Makrophagen klarungsbediirftig. Die bisher
bekannten Daten zur Wechselwirkung der Zellen werden im néchsten Abschnitt

dargestellt.

17



1.5 Der Stellenwert (lepto-)meningealer Zellen und Makrophagen in der

Pathogenese der Pneumokokken-Meningitis

Die Meningen beherbergen eine Vielzahl unterschiedlicher Zellpopulationen, darunter
mehrheitlich Fibroblasten, im Folgenden ,,meningeale Zellen* genannt (Derk et al.,
2021). Meningeale Zellen bilden zusammen mit Astrozyten, Mikroglia und
Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke und schaffen eine Barriere, die das ZNS vor
schiadigender Einwirkung schiitzt (Royer et al., 2013). Sie sind die Hauptquelle fiir
Proteine der Basalmembran (DeSisto et al., 2020). Wéhrend die Rolle von Makrophagen,
Monozyten und neutrophilen Granulozyten in der Pathogenese bakterieller Meningitiden
iiberwiegend charakterisiert wurde, ist der Stellenwert meningealer Zellen bisher
weitgehend unbekannt (Derk et al., 2021). Es wird angenommen, dass sie durch die friihe
Produktion von Zytokinen und Chemokinen eine protektive Rolle in der angeborenen
Immunreaktion auf Infektionen des Subarachnoidalraumes einnehmen (Christodoulides
etal., 2002; Wells et al., 2001). Hardy et al. (2000) untersuchten erstmalig die Interaktion
von meningealen Zellen und Neisseria meningitidis (Meningokokken). In ihren
Untersuchungen zeigten die Autoren, dass Meningokokken bei Inkubation menschlichen
Hirnparenchyms mit intakter Leptomeninx spezifisch an meningealen Zellen adhédrieren
(Hardy et al., 2000).

In einer anderen Untersuchung konnte beobachtet werden, dass bei Stimulation
meningealer Zellen mit Meningokokken grofle Mengen an Zytokinen, darunter
insbesondere das Zytokin IL-6, produziert werden (Christodoulides et al., 2002). Die bei
bakteriellen Meningitiden ebenso relevanten Zytokine IL-13 und TNF-o waren indes
nicht messbar erhoht (Christodoulides et al., 2002). Fowler et al. (2004) berichteten {iber
das Adhésions- und Invasionsverhalten unterschiedlicher Pathogene zur Wirtszelle sowie
iiber die Produktion ausgewihlter Zytokine im zeitlichen Verlauf einer Infektion:
Meningeale Zellen wurden in-vitro unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener
Bakterien (1*¥10' - 1*¥10% Colony forming units/ml (CFU/ml)) ausgesetzt (Fowler et al.,
2004). Streptococcus pneumoniae (SP) zeigte verglichen mit Erregern wie Neisseria
meningitidis und Escherichia coli nur eine geringe Adhisionstendenz und keine Invasion
der Wirtszellen (Fowler et al., 2004). Dies gibt zu der Vermutung Anlass, dass humorale
Pathomechanismen der Pneumokokken von groBerer Bedeutung in der Beeinflussung der
Wirtszelle sind als die direkte Adhdrenz. Thre Experimente zeigten ferner, dass eine

Pneumokokkenkonzentration von < 10® CFU/ml zu keiner signifikanten Produktion
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proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, darunter IL-6, IL-8, CCL2, CCL5 und
dem Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierenden Faktor (GM-CSF), von
meningealen Zellen fiihrte, die hochste Bakterienkonzentration jedoch einen
signifikanten meningealen Zelluntergang ausldste (Fowler et al., 2004).

Makrophagen spielen, wie bereits in Abschnitt 1.2 beschrieben, eine wichtige Rolle in
der Beeinflussung der Immunreaktion bakterieller Meningitiden. In experimentellen
Versuchen fiihrte die Behandlung von monozytéren Zellen mit kapsuldren Bestandteilen
von Pneumokokken zu einer gesteigerten Freisetzung von Zytokinen, darunter IL-1 und
TNF-o (Heumann et al., 1994; Riesenfeld-Orn et al., 1989). Ebenso konnte in in-vivo-
Versuchen die Relevanz von Monozyten bzw. Makrophagen in der Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten herausgestellt werden (Zysk et al., 1997). Die systemische
Gabe von Clodronat-Liposomen, die eine Elimination mononukledrer Blutzellen
verursachte, ging mit einer verminderten Produktion von IL-1p und einem reduzierten
Einstrom von Leukozyten in den Liquorraum einher (Zysk et al., 1997). Eine
Verringerung meningealer und perivaskuldrer Makrophagen durch eine intrathekale Gabe
von Clodronat-Liposomen fiihrte zudem in einem Rattenmodell der experimentellen
Pneumokokken-Meningitis zu einer Verschlechterung des Krankheitsverlaufs und
hoheren bakteriellen Konzentrationen im Liquor (Polfliet et al., 2001).

Trotz isolierter Betrachtung der Reaktionen beider Zellpopulationen auf eine
Pneumokokkeninfektion bestehen bisher wenige Erkenntnisse zur wechselseitigen
Interaktion von meningealen und monozytiren Zellen bei der Pneumokokken-
Meningitis. Im folgenden Kapitel sollen die bisherigen Erkenntnisse zum
Interaktionsverhalten von Fibroblasten unterschiedlicher peripherer Gewebe mit

Monozyten bzw. Makrophagen beleuchtet werden.

1.6 Die Interaktionen von peripheren Fibroblasten und Makrophagen

In verschiedenen Krankheitsbildern, darunter insbesondere bei der Rheumatoiden
Arthritis, wurden humorale Makrophagen-Fibroblasteninteraktionen bereits untersucht
(Blasioli et al., 2014; Chen et al., 1998; Watanabe et al., 2017).

Experimente von Chen et al. (1998) zeigten, dass Fibroblasten-artige Synoviozyten in
Ko-Kultur mit monozytiren U937-Zellen im Vergleich zur Monokultur die vierfache
Menge des Zytokins IL-6 produzieren. Das beobachtete Phinomen konnte iiberdies mit

primdren Zellen, sog. peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMC), und synovialen
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Fibroblasten reproduziert werden (Watanabe et al., 2017). Auch in Studien zu
Fremdkorperreaktionen wurden dhnliche Beobachtungen verzeichnet (Holt et al., 2010;
Lind et al., 1998). Holt et al. (2010) untersuchten die parakrinen und juxtakrinen
Sekretionsmuster von Fibroblasten und sekunddren Makrophagen in direkter und
indirekter Ko-Kultur und stellten fest, dass bei gemeinsamer Kultivierung signifikant
mehr IL-6 und CCL2 als in Monokultur zu messen war.

Wihrend die Forschung zur Pneumokokken-Meningitis in den letzten Jahren intensiv zur
Identifizierung molekularer Mechanismen der Immunaktivierung und -regulation
beigetragen hat, sind die in diesen Prozessen beteiligten Zell-Zell-Interaktionen noch
nicht ausreichend gekldrt. Daher werfen sich die im Folgenden erlduterten

Fragestellungen auf.
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2 Fragestellung und Hypothesen

In ersten Untersuchungen konnte die Arbeitsgruppe Neuroinfektiologie der LMU zeigen,
dass neben Immunzellen auch meningeale Zellen zu einer Immunantwort im Rahmen
einer Pneumokokkeninfektion fahig sind (Ercegovac, 2024). Es wurde beobachtet, dass
leptomeningeale Zellen eine Reihe proinflammatorischer Zytokine produzieren,
insbesondere IL-6 und IL-8 (Ercegovac, 2024). Weiterfiihrend zeigten Pilotversuche der
Arbeitsgruppe, dass die Produktion dieser Zytokine durch Ben-Men-1-Meningeoma-
Zellen entscheidend durch die Anwesenheit von Makrophagen (THP-1) gesteigert
werden kann (Ercegovac, 2024).

In der vorgelegten Dissertation sollte der Fokus auf die Interaktion von meningealen
Zellen mit Makrophagen bei einer Pneumokokkeninfektion gerichtet werden. Hierbei

sollten folgende Fragestellungen adressiert werden:

1. Ist fiir die Modulation der meningealen Zellen durch Makrophagen ein direkter
Zell-Zell-Kontakt notwendig oder wird die verstirkte Aktivierung durch
Botenstofte liber das Medium vermittelt?

2. Welche Botenstoffe, die die Makrophagen bei einer Pneumokokkeninfektion

produzieren, sind fiir diesen Prozess verantwortlich?

Zur Beantwortung der Fragestellungen sollten Ko-Kultur-Systeme, Transwell-Systeme
und konditioniertes Medium von Makrophagen verwendet werden. Zur
Charakterisierung des ,,Verstarkungsmechanismus® und Identifikation verantwortlicher
Botenstoffe sollten Untersuchungen mit ausgewihlten Gen-defizienten Zelllinien sowie

selektiven pharmakologischen Hemmstoffen durchgefiihrt werden.

ELISA, RT-PCR und selektive Zytokin-Antikdrper-Assays sollten zur Quantifizierung
und Qualifizierung der produzierten Zytokine und Chemokine verwendet werden. Ferner
sollte in Zusatzuntersuchungen iberpriift werden, ob die mit Zelllinien erhobenen
Befunde auf primire humane Zellen (Meningeale Zellen, Periphere mononukleidre
Blutzellen) zu {ibertragen sind. SchlieBlich sollten erste Versuche zum
Reaktionsvermdgen weiterer Zellen des ZNS, namentlich Perizyten (HBVP), die Arbeit

komplettieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellkulturmedien, Reagenzien, Chemikalien und Immunglobuline

Material
Accutase®-Losung

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (high glucose)

Endotoxin-freies Wasser

Fetales Bovines Serum Albumin (FBS)
Fetales Bovines Serum Albumin (FBS)
MenCM — Meningeal Cell Medium
Meningeal Cell Growth Supplement
(MenCGS)

MP Biomedicals™ Histopaque™ 1077-

Losung

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Pericyte Growth Supplement (PGS)

Pericyte Medium (PM)

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Poly-L-Lysin 1 mg/ml

RPMI-1640 Medium

22

Bezugsquelle

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,

USA

Gibco by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,

USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,

USA

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,
USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,
USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,
USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA



Triton Lysis Buffer

Trypanblaue Losung, 0,4%

Trypsin Neutralization Solution (TNS)

Trypsin-EDTA-Solution, 0,25%

Trypsin/EDTA Solution, 0,05%

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material
24-Well Zellkulturplatte

3kDa Filter Amicon® Ultra-0,5, Membrane
Ultracel-3, PMNL 3 kD

50kDa Filter Amicon® Ultra-0,5, Membrane
Ultracel-50, PMNL 50 kD

96-Well V-Profil Mikrotiterplatte

96-Well Zellkulturplatte

Menzel-Deckglédser 2026 mm

Eppendorf Reaktionsgefifie 1,5 ml
Glas Pasteur Pipette

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 ul
Arbeitsvolumen

Pipettenspitzen Sml und 10 ml
Arbeitsvolumen
Polycarbonat-Zellkultureinsitze in Multi-
Well-Platten

Verschlussfolie Mikrotiterplatte

Zellkulturflaschen 25¢cm? und 75¢m?
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Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ScienCell Research Laboratories, San Diego,

USA

Bezugsquelle

Corning, Corning, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Corning, Corning, USA

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland



Zellschaber
Zentrifugenrohrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

3.1.3 Kits

Material

Aurum™ Total RNA Mini Kit

DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2
Human CCL2/MCP-1 DuoSet ELISA
Human Cytokine Array C3

Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA
Human IL-6 DuoSet ELISA

Human IL-8/CXCLS8 DuoSet ELISA
iScript™ gDNA Clear cDNA Synthesis Kit

PrimePCR™.-Primer (qHsaCED0043611,
qHsaCED0002181, gHsaCID0007202,
qHsaCID0013272, qHsaCID0022272,
qHsaCEDO0044677, qHsaCIP0027424)
Proteome Profiler Human XL Cytokine Array
Kit

SsoAdvanced Universal SYBR Green

Supermix

3.1.4 Technische Gerite

Material / Gerit
Autoklav

Brutschrank
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Falcon by Corning, Corning, USA
Falcon by Corning, Corning, USA

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Bezugsquelle
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
RayBiotech Life, Peachtree Corners, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bezugsquelle

Systec GmbH, Linden, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland



Einkanal-Mikroliterpipette 0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 50-250 pl und 100-1000 pl
Elektronische Pipettierhilfe Easypet 3

Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C
Mehrfachdispenser Multipette®

Mehrkanal-Mikroliterpipette Transferpette®
5-50 pl und 20-200 pl

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
HERAsafe®

Mikroplatten-Reader Tristar LB 941
Mikroskop Leitz DM IL

Mikrozentrifuge

Real-Time rapid PCR Thermocycler qTower3
Thermomixer 5436

Tube-Rack fiir Falcon Zentrifugenréhrchen

Vortexer

Zentrifuge 5415R
Zentrifuge Heracus Megafuge™ 8§R

Zentrifuge Hermle Z 360 K

3.1.5 Chemikalien und Immunglobuline

Substanz

Anti-hIL-1p-IgG
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Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Berthold Technologies, Bad Wildbad,
Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Hermle, Gosheim, Deutschland

CAS-Nummer / Hersteller

Invivogen, Deutschland



Caspase-1 und Caspase 4-Inhibitor VX-765,
Belnacasan (C24H33CIN406)
Dimethylsulfoxid (C2H60S)

Human IL-1 Receptor-Antagonist
Mouse IgG1 Control

NLRP3-Inhibitor, MCC950 (C20H23N205S
- Na)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (C36H5608)

3.1.6 Software

GraphPad Prism Version 10.3.1
Imagel

MikroWin 2000

3.1.7 Zellen

Ben-Men-1

HBVP

HMC

PBMC

THP-1
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273404-37-8

67-68-5
143090-92-0
Invivogen, Deutschland

256373-96-3

16561-29-8

GraphPad Software, Inc, San Diego, USA
National Institutes of Health (NIH), USA

Labsis Laborsysteme GmbH, Neunkirchen-
Seelscheid, Deutschland

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ), Braunschweig, Deutschland
ScienCell Research Laboratories (iiber
Zwischenhéndler ProVitro, Berlin; #1200)
ScienCell Research Laboratories (iiber
Zwischenhéndler ProVitro, Berlin; #1400)
Probanden, (Ethikvotum AZ 18-717)

European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC), Porton Down, Salisbury,

Vereinigtes Konigreich



3.2 Verwendete Zellpopulationen

3.2.1 Ben-Men-1-Zelllinie

Die Ben-Men-1-Zelllinie wurde im Jahr 2005 erstmalig von Piittmann et al. beschrieben.
Bei dieser Zelllinie handelt es sich um durch retrovirale Transduktion mit humaner
Telomerase Reverse Transkriptase immortalisierte, weitgehend differenzierte
Meningeomzellen (Puttmann et al., 2005). Die Zellen stammen urspriinglich aus einem
Tumorresektat eines meningothelialen Meningeom (Grad I, WHO, #1238-03) und gelten
als ein geeignetes Modell fiir Untersuchungen zum Verhalten gutartiger Meningeome und
meningealer Zellen (Puttmann et al., 2005). Die Zellen wurden von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig bezogen

(DSZM-Nr.: 599).

3.2.2 Primire Meningeale Zellen (Human Meningeal Cells, HMC)

Um zu iiberpriifen, ob die mit der Zelllinie Ben-Men-1 erhobenen Befunde auch fiir
primire meningeale Zellen des Menschen zutreffen, wurden ergéinzende Experimente an
primédren meningealen Zellen durchgefiihrt. Die humanen meningealen Zellen (HMC)
wurden von der Firma ScienCell (bzw. dessen deutschen Zwischenhdndler ProVitro,
Berlin; #1400) bezogen. Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um kommerziell
erhiltliche, primdre, aus der Leptomeninx isolierte Zellen, die gemiB den
Herstellerangaben bis zu 15 Populationsverdopplungen pro kryokonserviertem Rohrchen
(>5*10° Zellen/ml) durchlaufen kénnen (https://sciencellonline.com/PS/1400.pdf). Unter
Beriicksichtigung der Herstellerprotokolle konnten in diesen Versuchen 5-7 Passagen
(Subkultivierungen) erzielt werden, wobei zwei unterschiedliche Chargennummern der

Zellen verwendet wurden.

3.2.3 Perizyten (Human Brain Vascular Pericytes, HBVP)

Perizyten sind murale Zellen, die an der AuBenwand von Kapillaren oder postkapilldren
Venolen zu finden sind und als integraler Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke gelten
(Brown et al., 2019; Fu et al., 2023; Girolamo et al., 2022; Li & Fan, 2023). Der
Zellpopulation wird eine protektive Funktion in der Immunabwehr gegeniiber
Pneumokokken zugeschrieben (Teske et al., 2023). Bei den verwendeten HBVP handelt

es sich um kommerziell erhiltliche, aus humanem Hirngewebe isolierte Perizyten, die
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von der Firma ScienCell (bzw. dessen deutschen Zwischenhindler ProVitro, Berlin;
#1200) erworben wurden. Unter den von ScienCell bereitgestellten Bedingungen sind sie

fiir 15 Populationverdopplungen expandierbar.

3.2.4 THP-1 Zelllinie

Die THP-1-Zelllinie ist eine humane leukdmische Zelllinie, die 1980 von Tsuchiya et al.
beschrieben wurde. Die Tumorzellen wurden aus dem Blut eines pddiatrischen Patienten
mit akuter monozytirer Leukémie isoliert und wiesen bei Erstbeschreibung distinkte
monozytische Marker auf (Tsuchiya et al., 1980). THP-1-Zellen werden schon seit
lingerer Zeit weltweit in der Forschung zur Untersuchung der Funktion humaner
Monozyten und Makrophagen eingesetzt (Daigneault et al., 2010; M. A. Forrester et al.,
2018; Mohd Yasin et al., 2022). Die Differenzierung der THP-1-Monozyten zu THP-1-
Makrophagen kann tiber Phorbol 12-myristat-13-acetat (PMA), Vitamin D-3 oder den
Makrophagenkolonien-stimulierenden Faktor (M-CSF) erfolgen (Chanput et al., 2014).
WT-THP-1-Makrophagen und deren TLR2-, ASC- und NLRP3-defiziente Zellen wurden
uns dankenswerterweise vom Gene Center Munich (AG Professor Dr. Veit Hornung) zur

Verfiigung gestellt bzw. von der Firma Invivogen bezogen.

3.2.5 Periphere mononukleire Blutzellen (PBMC)

Die mit THP-1-Makrophagen gewonnenen Erkenntnisse sollten mit Experimenten an
peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) iiberpriift werden. Dazu wurden gesunden
Probandinnen und Probanden mit Zustimmung der Ethikkommission (Ethikvotum AZ
18-717) Blutproben entnommen und daraus Immunzellen fiir anschlieBende

Stimulationsversuche gewonnen.

3.3 Verwendete Bakterien

Fiir die Stimulationsversuche wurden Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) (SP)-
Bakterien sowie eine isogene PLY-defiziente (APLY-Stamm) Mutante von D39 (D39
APLY) von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sven Hammerschmidt (Department of
Molecular Genetics and Infection Biology, Interfaculty Institute for Genetics and

Functional Genomics, University of Greifswald — Greifswald, Germany) verwendet.
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3.4 Zellkultur

3.4.1 Direktes Ko-Kultur-System (Einkammer-System)

Im direkten Ko-Kultur-System sollen die gegenseitigen Wechselwirkungen von
Zellpopulationen bzw. die Wirkung eines Zelltyps auf den anderen untersucht werden.
Eine direkte Zell-Zell-Interaktion ist moglich. Im verwendeten Modell wurden 24-Well-
Zellkulturplatten fiir die direkte Ko-Kultur verwendet. Der Versuchsablauf des

verwendeten Modells wird in Kapitel 3.6.1 detailliert beschrieben.

3.4.2 Indirektes Ko-Kultur-System (Transwell-System)

Das indirekte Ko-Kultur-System besitzt zwei unterschiedliche Kompartimente, in denen
die Zellen getrennt durch einen Filter in gleichem Milieu gemeinsam kultiviert werden.
Die Porengrofle der Filter ldsst nur einen begrenzten Austausch, insbesondere von
16slichen Stoffen durch das Medium zu. Es wurden ebenfalls 24-Well-Zellkulturplatten
verwendet und Polycarbonat-Zellkultureinsidtze der Porengrofe 3pum eingesetzt. Der

Versuchsablauf des verwendeten Modells wird in Kapitel 3.6.1 detailliert beschrieben.

3.4.3 Konditioniertes Medium

Konditioniertes Medium wurde verwendet, um die Auswirkung 16slicher Komponenten
eines Zellkulturiiberstandes eines Zelltyps auf einen anderen Zelltyp zu untersuchen.
Hierbei wurde ein Zelltyp in einem ersten Versuch mit Pneumokokken stimuliert und der
Uberstand nach Zentrifugation gewonnen. Im zweiten Teil wurde der Uberstand in einem
definierten Verhéltnis zum Kulturmedium zur Stimulation der zweiten Zellpopulation
eingesetzt. Die Versuchsanordnung sah eine Herstellung der Uberstinde im 24-Well-
System vor; diese wurden anschlieBend fiir Stimulationsversuche in 96-Well-
Zellkulturplatten verwendet. Der Versuchsablauf des verwendeten Modells wird in

Kapitel 3.6.2 detailliert beschrieben.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus in 96-/24-Well-Zellkultur-Systemen.
Ben-Men-1-Zellen / HMC (blau) und THP-1-Makrophagen / PBMC (griin) wurden in drei
unterschiedlichen Versuchsansdtzen stimuliert und der Zellkulturiiberstand zur weiteren Analyse
herangezogen.

3.5 Erhalt und Vorbereitung der Zellkulturen

Ben-Men-1-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit Dulbecco’s Modified Eagle‘s
Medium (DMEM, high glucose), angereichert mit 10% fetalem bovinen Serum (FBS)
und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S)-Losung bei 37°C und 5% CO: in einem Inkubator
unter sterilen Bedingungen bebriitet und fortlaufend nach jeweils einer Woche gesplittet
(passagiert). Zur Dissoziation der adhdrenten Zellen wurden die Flaschen zweifach mit
10 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) gespiilt und in 5 ml 0,05%-iger
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-PBS-Losung bei 37°C und 5% CO; fiir 5
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen der Zellkulturflasche entnommen,
mit 5 ml DMEM in einem 50 ml Falcon resuspendiert und eine Vitalititsbestimmung
durchgefiihrt. Hierzu wurden 20 pl der Zellsuspension mit 80 pl Trypanblau-Losung
vermischt, 20 pl in eine Fuchs-Rosenthal Kammer verbracht und die Zellen unter einem
Phasenkontrastmikroskop gezdhlt. Neben der Unterscheidung vitaler und nicht vitaler
Zellen konnte somit eine Quantifizierung der Zellen vorgenommen werden.

Die Ermittlung der Zellzahl Z erfolgte anhand nachstehender Formel:

Z = (Za* VI *1000) / (Fa * Kammertiefe [mm])
Z = Anzahl Zellen pro ml Medium; Za = Anzahl gezéhlter Zellen;

Vf = Verdiinnungsfaktor; Fa = ausgezihlte Fliche [mm]

AnschlieBend wurde eine Konzentration von 0,6*10° Zellen/ml Medium eingestellt und
25 ml in eine sterile 75 cm? Zellkulturflasche tiberfiihrt. Ein Mediumwechsel mit DMEM
erfolgte jeweils ein Mal pro Woche freitags.

Ein Teil der Ben-Men-1-Zellen (0,6*10° Zellen/ml) wurde zu Beginn einer Woche in
Poly-L-Lysin (PLL)-beschichtete Zellkulturflaschen mit modifiziertem Meningeal Cell-
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Medium (MenCM) mit 2% FBS, 1% Meningeal Cell Growth Supplement (MenCGS) und
1% P/S verbracht. Die Flaschen wurden zuvor mit 10 ml Endotoxin-freiem Wasser und
150 pl PLL befillt und eine Stunde lang bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Ein
Mediumwechsel wurde ebenfalls einmal pro Woche freitags durchgefiihrt.

Die THP-1-Monozyten wurden zum Erhalt in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-
1640-Medium, 10% FBS und 1% P/S bei 37°C und 5% CO- bebriitet und zweimal pro
Woche geteilt. Wegen fehlender Adhirenz wurden die Zellen lediglich zentrifugiert, mit
neuem Medium versehen und anschlieBend in definierter Zellzahl von 0,4*10° Zellen/ml
(montags) und 4*10° Zellen/ml (freitags) auf 10 ml RPMI-1640 in 25 cm?

Zellkulturflaschen ausgesit.

3.6 Stimulationsprotokoll

3.6.1 Versuchsablauf in Ko-Kultur

Der Teil der Ben-Men-1-Zellen, welcher zuvor eine Woche in MenCM mit 2% FBS, 1%
MenCGS und 1% P/S kultiviert worden war, wurde zu Beginn der folgenden Woche in
einer Konzentration von 3*10° Zellen pro 500 ul Medium in PLL-beschichtete 24-Well-
Zellkulturplatten ausgesét und tiber 48 Stunden in MenCM, 2% FBS, 1% MenCGS und
1% P/S kultiviert. Gleichzeitig wurden THP-1-Monozyten in einer Anzahl von 1*107
Zellen in 10 ml RPMI-1640, 10% FBS und 1% P/S in eine 10 ml Zellkulturflasche
iiberfiihrt und mit 1 pl/ml PMA zu adhdrenten Makrophagen ausdifferenziert. Nach 24
Stunden wurde ein Mediumwechsel mit PMA-freiem Medium gleicher
Zusammensetzung vollzogen und nach weiteren 24 Stunden die Zellen zur Stimulation
verwendet.

Am Stimulationstag wurde zundchst ein Mediumwechsel der Ben-Men-1-Zellen mit 700
ul MenCM, 1% FBS, 1% MenCGS und 1% P/S durchgefiihrt. Anschliefend wurden die
ausdifferenzierten THP-1-Makrophagen in der Zellkulturflasche mit 2,5 ml Accutase®-
Losung zur Zelldissoziation behandelt und in einer Anzahl von 3*10* Zellen in die
beschriebenen 24-Well-Zellkulturplatten mit Ben-Men-1-Zellen iibertragen. Im direkten
Ko-Kultur-System wurden die THP-1-Makrophagen direkt zu den Ben-Men-1-Zellen in
das Well pipettiert. Bei Einsatz des Transwell-Systems wurden die Zellen in die

Polycarbonat-Zellkultureinsétze eingebracht. Aus den verwendeten Zellmengen der zwei
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Zellpopulationen ergab sich néherungsweise ein Verhéltnis von 1:10 Makrophagen zu
meningealen Zellen.

Beide Zellpopulationen wurden anschlieend fiir 24 Stunden mit 20 pl P/S-lysierten
Pneumokokken in einer Konzentration von 3*10” CFU/ml oder dem Grundmedium der
Pneumokokken Todd-Hewitt Bouillon (THY) als Kontrollsubstanz stimuliert. Nach
Ablauf der 24 Stunden wurden die 24-Well-Zellkulturplatten zentrifugiert und der
Uberstand zur Bestimmung der Zytokinproduktion herangezogen. Eine genauere

Erlduterung der Messmethoden erfolgt in Kapitel 3.7.

3.6.2 Versuchsablauf mit konditioniertem Medium

THP-1-Monozyten wurden zu Beginn einer Woche gesplittet, in einer Menge von 5*10*
Zellen pro 500 pl Medium (bestehend aus RPMI-1640, 10% FBS und 1% P/S) in 24-
Well-Zellkulturplatten {ibertragen und zusétzlich zur Ausdifferenzierung mit 1 pl/ml
Medium PMA behandelt. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel mit PMA-freiem
Medium gleicher Zusammensetzung vollzogen und nach weiteren 24 Stunden die Zellen
in 700 pl MenCM, 1% FBS, 1% MenCGS und 1% P/S mit 20 pl SP bzw. THY in einer
Konzentration von 3*107 CFU/ml stimuliert. AnschlieBend wurde der Uberstand
gewonnen und aliquotiert bei -30°C in sterilen 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefiflen
gelagert.

Ben-Men-1-Zellen wurden analog zum Ko-Kultur-Modell in einer Konzentration von
5*10* Zellen pro 200 ul Medium in PLL-beschichtete 96-Well-Zellkulturplatten ausgesét
und tiber 48 Stunden in MenCM, 2% FBS, 1% MenCGS und 1% P/S kultiviert. Am
Stimulationstag wurde ein Mediumwechsel mit MenCM, 1% FBS, 1% MenCGS und 1%
P/S vollzogen und die Ben-Men-1-Zellen mit 20 ul SP/THY in einer Konzentration von
0,5*107 CFU/ml und/oder 20 ul Uberstand SP/THY vorstimulierter THP-1-Makrophagen
stimuliert. Die unterschiedlichen Konzentrationen (3*107 vs. 0,5¥107 CFU/ml) wurden
gewdhlt, um das Zellzahl-zu-Bakterien-Verhéltnis (MOI) zwischen dem 24-Well-System
und dem 96-Well-System anzugleichen und vergleichbare Infektionsbedingungen zu
gewdhrleisten.

Nach Ablauf der 24 Stunden-Stimulation wurden die 96-Well-Zellkulturplatten
zentrifugiert und der Uberstand zur Untersuchung der Zytokinproduktion herangezogen.
Neben WT-THP-1-Makrophagen wurden in den Untersuchungen Gen-defiziente THP-1-
Makrophagen mit TLR2-, ASC- und NLRP3-Defizienzen verwendet.
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3.6.3 Qualitative Untersuchungen des konditionierten Mediums

3.6.3.1 Erhitzen der Proben

Der in der isolierten Stimulation der THP-1-Makrophagen gewonnene Uberstand wurde
in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdflen fiir 30 Minuten bei 60°C erhitzt und fiir die
Stimulation der Ben-Men-1-Zellen verwendet. Diese Methode sollte eine Auskuntft liber
die Thermostabilitit der Botenstoffe im Uberstand geben, die aus den Makrophagen

freigesetzt werden und die Aktivitit der meningealen Zellen steigern.

3.6.3.2  Filtrierung der Proben

Zur GréBenanalyse der biologisch aktiven, sich im Uberstand befindlichen Botenstoffe
wurden die Proben in 0,5 ml Filtereinsitze der Molekiilgroe 3 und 50 Kilodalton (kDa)
pipettiert und daraufhin bei 14 g und 5°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Bei diesen
Filtereinsdtzen handelt es sich um Filter mit einer Zellulosemembran zur
grofBenabhingigen Ultrafiltration biologischer Proben. Der in den Einsétzen verbliebene
Uberstand, der nicht durch die Membran filtriert wurde — also Molekiile mit einer GrofBe
iiber 3 kDa bzw. unter 50 kDa enthielt — wurde bei 5 °C fiir 2 Minuten in umgekehrter
Orientierung  zentrifugiert, anschlieBend mit Stimulationsmedium auf das

Ursprungsvolumen resuspendiert und zur Stimulation der Ben-Men-1-Zellen verwendet.

3.6.3.3 Einsatz pharmakologischer Inhibitoren, Antikdorper und Rezeptor-

Antagonisten

Zur Bekriftigung der Befunde aus den Versuchen mit den Uberstinden von ASC- und
NLRP3-defizienten THP-1-Makrophagen wurden in erginzenden Experimenten
selektive pharmakologische Inhibitoren der Caspase-1 (VX-765) und des NLRP3-
Inflammasoms (MCC950) verwendet. Die Inhibitoren wurden unmittelbar vor der
Pneumokokken-Stimulation in einer Konzentration von 100 pmol/L (VX-765) sowie 10
pmol/L (MCC950) dem Medium von Wildtyp-THP-1-Makrophagen hinzugefiigt. Die
anschlieBend gewonnenen Uberstande wurden weiter zur Stimulation von Ben-Men-1-
Zellen, HMC und HBVP verwendet. Die erhobenen Befunde sollten ebenso durch den
Einsatz eines IL-1B-Antikdrpers und eines rekombinanten IL-1-Rezeptor-Antagonisten
(Anakinra) erhirtet werden. Bei dem IL-1p-Antikorper (Anti-hIL-1B-IgG) handelt es sich
um einen neutralisierenden monoklonalen Antikdrper spezifisch fiir humanes IL-1f. Als
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Kontrolle wurde ein Maus-Isotyp-Antikdrper (Mouse IgG1 Control) verwendet. Beide
kommerziell erworbenen Antikérper wurden in einer Konzentration von 25 pg/ml zur
Stimulation von Ben-Men-1-Zellen, HMC und HBVP zusammen mit Uberstinden SP-
stimulierter THP-1-Makrophagen eingesetzt. Der kommerziell erworbene humane IL-1-
Rezeptor-Antagonist (hIL-1RA) ist ein Mitglied der IL-1-Zytokinfamilie und inhibiert
die Aktivitdt von IL-1a und IL-1B. Der IL-1-Rezeptor-Antagonist wurde in Endotoxin-
freiem Wasser mit 0,1% FBS verdiinnt. Als Kontrollsubstanz wurde Endotoxin-freies
Wasser mit 0,1% FBS herangezogen. Antagonist und Kontrolle wurden in einer
Konzentration von 5 pg/ml in das Stimulationsmedium von Ben-Men-1-Zellen, HMC

und HBVP zusammen mit Uberstinden SP-stimulierter THP-1-Makrophagen eingefiigt.

3.6.4 Versuche mit Humanen Meningealen Zellen (HMC)

Die kryokonservierten Zellen wurden nach Bereitstellung durch die Fa. ScienCell
zundchst im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und in eine PLL-beschichtete
Zellkulturflasche mit 15 ml Medium verbracht. Die Zellkulturflaschen wurden {iber
Nacht fiir 16 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert, anschlieSend ein Mediumwechsel
durchgefiihrt und die Konfluenz beurteilt. Ab einer Konfluenz von 70% wurden die
Zellen tiglich mit frischem Medium versehen und ab einer Konfluenz von 90% passagiert
bzw. fiir Versuche verwendet. Zur Subkultivierung wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 5 ml 0,05%-iger Trypsinlosung, sowie 5 ml PBS versehen und 5
Minuten lang inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension entnommen, in ein 50
ml Falcon mit 5 ml FBS verbracht und die Zellkulturflasche mit 10 ml Trypsin-
Neutralization-Substance (TNS) gespiilt, um die verbliebenen Zellen zu entnehmen und
das enthaltene Trypsin zu neutralisieren. Nachfolgend wurden die Zellen bei 1000
Umdrehungen pro Minute flir 5 Minuten zentrifugiert, mit frischem MenCM-Medium mit
2% FBS, 1% MenCGS und 1% P/S resuspendiert und anschlieend eine Bestimmung der
Zellzahl durchgefiihrt. Das Stimulationsprotokoll sah einen identischen Versuchsaufbau
wie bei den Ben-Men-1-Zellen vor. An dieser Stelle wird auf die vorherigen Abschnitte

des Methodenteils verwiesen (3.6.2, 3.6.3.3).

3.6.5 Versuche mit Humanen Perizyten (HBVP)

Die Handhabung der HBVP wurde gemidf3 den Herstellervorgaben analog zu den HMC
durchgefiihrt. Die Zellen wurden anstelle von MenCM-Medium in PM-Medium
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(Pericyte-Medium) mit 2% FBS, 1% PGS und 1% P/S kultiviert und in PM mit 1% FBS,
1% PGS und 1% P/S stimuliert. Es wird erneut auf die vorherigen Abschnitte des
Methodenteils verwiesen (3.6.2, 3.6.3.3).

3.6.6 Versuche mit peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC)

Fir die Isolierung der PBMC wurde zundchst 20 ml Histopaque®-1077, ein
gebrauchsfertiges Medium bestehend aus Polysaccharose und Natriumdiatrizoat,
vorbereitet und anschlieBend diese Losung mit 20 ml Vollblut des Patienten
iiberschichtet. Nach Zentrifugation der Probe bei 400 g fiir 30 Minuten wurde die triibe
Interphase entnommen und mehrere Zentrifugations- und Waschschritte mit PBS
angeschlossen. Das gewonnene Zellpellet wurde in 5 ml MCM, 1% FBS, 1% MCGS und
1% P/S resuspendiert und die Zellen durch ihre morphologischen Charakteristika mittels
Phasenkontrastmikroskop als mononukledre Zellen identifiziert. Anschlieend wurden
die gewonnenen PBMC analog zu THP-1-Zellen fiir 24 Stunden mit P/S-lysierten SP und
THY zur Kontrolle stimuliert.

3.7 Messmethoden

3.71 Enzyme-linked immunosorbent assay (Sandwich-ELISA)

Fiir die Quantifizierung freigesetzter Zytokine wurde das ELISA-Verfahren gewéhlt. Es
wurden ausschlieBlich Elisa-Kits des Herstellers R&D (Human IL-6 DuoSet ELISA,
Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA, Human CCL2/MCP-1 DuoSet ELISA und
ergidnzend fiir alle ELISA-Varianten DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2; R&D
Systems Inc., Minneapolis, USA) verwendet.

Die verwendeten Elisa Test-Kits beruhten auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA. Das

Protokoll des Herstellers sah vereinfacht folgende Schritte vor:

1. Beschichtung einer Photometerplatte mit einem ,,Capture Antibody* und
Inkubation fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur

2. Hinzugabe der zu untersuchenden Proben und des Standards (in abfallender
Konzentration), die eine Bindung mit dem ,,Capture Antibody* eingehen

3. Markierung der Proben mittels ,,biotinyliertem Detection Antibody*

4. Auftragen der Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugate (HRP)
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5. Hinzugabe eines farblosen 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin-Substrates
6. Terminierung des Farbumschlages durch Stop-Losung
7. Photometrische Messung und Quantifizierung der Proben mittels Eichkurve

(Nachweisgrenze 15 pg/ml)

3.7.2 Antibody-Array

Der Antibody-Array wurde verwendet, um einen besseren Uberblick iiber freigesetzte
Zytokine und Chemokine der Zelllinien und priméren Zellen zu bekommen. Mit dieser
semiquantitativen Nachweismethode kann eine Vielzahl von Proteinen gleichzeitig
detektiert und mittels Chemolumineszenz-Signal dargestellt werden. Die Funktionsweise
dhnelt dem des Sandwich-ELISA. Der Ablauf des Arrays gestaltete sich kurz dargestellt
wie folgt (die genaue Beschreibung findet sich auf folgenden Internetseiten der Hersteller
Raybiotech: https://www.raybiotech.com/human-cytokine-array-c3-aah-cyt-3 und R&D
Systems: https://www.rndsystems.com/products/proteome-profiler-human-xI-cytokine-

array-kit ary022b):

1. Aufbringen des zu untersuchenden Zellkulturiiberstandes auf die mit ,,Capture-
Antibody* belegten Nitrozellulosemembranen

2. Hinzugabe eines ,,Detection-Antibody*, der mit HRP konjugiert ist und eine
Bindung mit der Probe eingeht

3. Auftragen eines Chemilumineszenz-Reagenz, das ein Lichtsignal proportional zur
Menge der gebildeten Antikdrperkomplexe emittiert

4. Detektion der Intensitit der Chemilumineszenz mittels UVP ChemiDoc-It

Imaging System

Fiir die Ben-Men-1-Zellen wurde der Antibody-Array ,,RayBio® C-Series Human
Cytokine Antibody Array 3 Kit* der Firma Raybiotech und fiir die HMC der Antibody-
Array ,,Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit*“ der Firma R&D Systems
(Minneapolis, USA) verwendet. Es wurden zwei unterschiedliche Antibody-Arrays
verwendet, da sich bei dem Antibody-Array der Fa. RayBio® ein ungiinstiges Signal-
Rausch-Verhiltnis durch unspezifische Signale fiir alle zu messenden Punkte auf der
Membran ergab.

Nachfolgend sind zwei Ubersichten iiber die untersuchten Substanzen der jeweiligen

Antibody-Arrays dargestellt.

36



POS | POS | NEG | NEG (i%f% GCSF |GM-CSF (:/';g ;Blsfz (l%f- ("'_L_TF"H (I'LL_‘11£2)
(CXCL1) | 3/cCL1)

L2 | w3 | w4 | ws | e | w7 (c;ké?_a) IL-10 p‘ltlf)-/:so IL13 | IL15 g:nNn']a

x:%t;) x:%taz) x:(c::if) M-CSF (c“é?(z:z) (C)hgcl;cl;_g) “SLF;{J %?;IE)S SCF | SDF-1 (J&Rf?) Zg:

TNF-a | TNF8 | EGF | IGF-1 ’;’;ﬂi;' OSM | TPO |VEGF-A P%(QF' Leptin | NEG | POS

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Antibody-Array ,,RayBio® C-Series Human Cytokine
Antibody Array 3 Kit“ der Firma Raybiotech. Ben-Men-1-Zellen wurden mit konditioniertem Medium
SP-stimulierter THP-1-Makrophagen behandelt und der Uberstand anschliefend analysiert. POS:
Positivkontrolle (Definierte Menge eines biotinylierten Antikorpers auf dem Array); NEG:
Negativkontrolle.
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Abbildung 3: Antikorperbelegung des Antibody-Array ,,Proteome Profiler Human XL Cytokine
Array Kit“ der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA). HMC wurden mit konditioniertem Medium
SP-stimulierter THP-1-Makrophagen behandelt und der Uberstand anschlieffend analysiert. POS:
Positivkontrolle.
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3.7.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Im Folgenden sollte die Genexpression von meningealen Zellen und Perizyten untersucht
werden. Es wurde sich hierbei der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion-
(RT-PCR-)Methode bedient, um Auskunft {iber die Expression konstitutiver und
induzierter Gene der Zellen zu erhalten. Als Primer wurden typische Fibroblastenmarker
wie Fibronektin (FN1) und Kollagen (CollAl) sowie die Wachstumsfaktoren
Thrombozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor A und B (PDGFRA, PDGFRB) untersucht.
Ebenso wurde die Expression des IL-1-Rezeptors (IL-1 R) und der Zytokine IL-6 und IL-
1 auf mRNA-Ebene bestimmt.

Initial wurden meningeale Zellen (Ben-Men-1/HMC) sowie Perizyten mit THY- bzw.
SP-konditioniertem Medium von THP-1-Makrophagen stimuliert. Nach Ablauf der
Stimulation wurde der Uberstand entnommen und die verbliecbenen Zellen mittels
Lysepuffer lysiert und bis zur Durchfiihrung der RT-PCR-Untersuchung bei -80°C
gelagert. Die RT-PCR-Untersuchung sah unter Beriicksichtigung der einzelnen
Herstellerangaben vereinfacht folgende Schritte vor (die genaue Beschreibung findet sich
auf folgenden Internetseiten der Hersteller Biorad: https://www.bio-rad.com/de-
de/product/aurum-total-rna-mini-kit?ID=eb91e411-d011-4032-95e0-cdb29691d4d3;
https://www.bio-rad.com/de-de/product/iscript-gdna-clear-cdna-synthesis-
kit?ID=NUUSWD15; https://www.bio-rad.com/de-de/product/ssoadvanced-universal-
sybr-green-supermix?ID=MHS5H1EES8Z; und Thermo Fisher Scientific:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/de/en/Q10210):

1. Probenvorbereitung: Isolierung der RNA mittels Aurum™ Total RNA Mini Kit
zur Uberpriifung der Proben auf Reinheit und Integritit

2. RNA-Quantifizierung: Quantifizierung der RNA-Konzentration mittels Qubit™
RNA BR Assay Kit zur Bestimmung der genauen Menge RNA fiir die PCR

3. c¢DNA-Synthese: Umwandlung der RNA mit dem iScript™ gDNA Clear cDNA
Synthesis Kit in cDNA

4. qPCR-Vorbereitung: Priparation der gPCR-Mischung mit dem SsoAdvanced™
Universal SYBR® Green Supermix und Hinzugabe der Primer (siehe hierzu
Kapitel 3.1.3) und der cDNA

5. Durchfilhrung und Datenanalyse: qPCR-Lauf nach festgelegtem
Thermocycling-Protokoll (Denaturierung, Annealing, Elongation) mit dem Real-

Time rapid PCR qTower und anschlieBende Datenanalyse durch Ct-Werte und
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Amplifikationskurven sowie Bestimmung der Normalexpression in Relation zum

Housekeeping-Gene (GAPDH)

3.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism. Zur Priifung
der Varianzen wurde eine einfaktorielle univariate Varianzanalyse (one-way ANOVA,
analysis of variance) durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Unterschiede zwischen
einzelnen Gruppen wurde der Tukey post-hoc Test verwendet. Den statistischen
Analysen wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 zugrunde gelegt. In den Abbildungen
werden folgende Signifikanzwerte durch Sterne bzw. Buchstaben dargestellt: **** = p <

0,0001, *** =p < 0,001, ** =p < 0,01, * =p < 0,05, ns = nicht signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Interaktion von Ben-Men-1-Zellen und THP-1-

Makrophagen in Ko-Kultur

4.1.1 Ben-Men-1-Zellen setzen bei direkter und indirekter Ko-Kultur mit THP-1-
Makrophagen mehr IL-6 frei als in Monokultur

Zur Evaluierung des Einflusses von Makrophagen auf die Zytokinproduktion
meningealer Zellen wurden initial Einkammer- und Mehrkammer-Systeme verwendet.
WT-THP-1-Zellen wurden {iiber 48 Stunden in Zellkulturflaschen mit PMA zu
Makrophagen ausdifferenziert und parallel dazu Ben-Men-1-Zellen in 24-Well-
Zellkulturplatten kultiviert. Daraufhin wurden beide Zellen entweder in Ko-Kultur- oder
im Transwell-System iiber 24 Stunden mit Penicillin/Streptomycin (P/S)-lysierten
Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) (SP)-Bakterien stimuliert oder dem
Grundmedium der Pneumokokken (THY) als Kontrolle exponiert. Hierbei wurde
Folgendes festgestellt: Die IL-6-Produktion der Ben-Men-1-Zellen und THP-1-
Makrophagen war bereits unter Kontrollbedingungen durch Exposition mit THY in
direkter Ko-Kultur (2808 pg/ml + 2903 pg/ml)!, aber auch in indirekter Ko-Kultur (693
pg/ml + 584 pg/ml) signifikant héher als in der Monokultur von Ben-Men-1-Zellen (15
pg/ml £ 6 pg/ml). In Monokultur setzten SP-stimulierte Ben-Men-1-Zellen geringe
Mengen IL-6 (1002 pg/ml + 1915 pg/ml)! frei, wihrend im Zellkulturiiberstand von THP-
1-Makrophagen die IL-6-Werte stets unterhalb der Nachweisgrenze von 10 pg/ml lagen.
Die Produktion von IL-6 erhohte sich hochsignifikant bei einer Stimulation mit
Pneumokokken in direkter Ko-Kultur (56614 pg/ml + 11596 pg/ml) und indirekter Ko-
Kultur (22168 pg/ml + 9861 pg/ml).

Die Versuche zeigten, dass die Ko-Kultur von Ben-Men-1-Zellen und THP-1-
Makrophagen zu einer signifikant (p < 0,0001) hoheren IL-6-Freisetzung gegeniiber der
Stimulation der meningealen Zellen in Monokultur fiihrt. Ferner wurde beobachtet, dass

fiir die gesteigerte IL-6-Freisetzung kein direkter Kontakt der Zellen nétig ist, auch wenn

! Hohe der Standardabweichung bedingt durch einen Messwert, der sich deutlich von den restlichen Werten
unterscheidet und auerhalb des 99%-igen Konfidenzintervalls des Mittelwertes liegt
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die Zytokinproduktion im Transwell-System geringere Niveaus erreichte als in der Ko-

Kultur (Abbildung 4).
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Abbildung 4: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen im direkten Ko-Kultur- und Transwell-
System. Ben-Men-1-Zellen und THP-I1-Makrophagen wurden iiber 24 Stunden mit SP in einer
Konzentration von 3*10’CFU/ml stimuliert. Als Kontrolle wurde THY verwendet. Im Transwell-
System wurden Ben-Men-1-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten kultiviert und am Stimulationstag
THP-1-Makrophagen in Filtereinsditze (Inserts) pipettiert. Die IL-6 Werte befanden sich bei alleiniger
Stimulation der THP-1-Makrophagen unterhalb der Nachweisgrenze von 10 pg/ml. **** = p <
0,0001.

4.1.2 Konditioniertes Makrophagenmedium bewirkt eine deutliche Verstirkung

der IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen im Vergleich zur Monokultur

Die Ergebnisse der Ko-Kultur-Versuche gaben Grund zur Annahme, dass der
modulatorische Effekt der THP-1-Makrophagen auf die Ben-Men-1-Zellen durch
16sliche, von Makrophagen freigesetzte Botenstoffe vermittelt wird. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese wurden Uberstéinde von THP-1-Makrophagen-Monokulturen generiert.
Diese Uberstinde wurden im nichsten Schritt zur Stimulation der Ben-Men-1-Zellen
verwendet.

Der Zellkulturiiberstand SP-stimulierter THP-1-Makrophagen fiihrte zu einer
signifikanten (p < 0,001) Erhohung der IL-6-Produktion durch Ben-Men-1-Zellen im
Vergleich zur Stimulation von Ben-Men-1-Zellen mit SP unter Monokulturbedingungen.
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Auch die Stimulation mit dem Uberstand THY -exponierter Makrophagen induzierte bei
Ben-Men-1-Zellen eine messbare, allerdings nur geringe IL-6-Produktion (Abbildung
5).
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Abbildung 5: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nach einer Behandlung mit Uberstinden
(KM) THY-exponierter und SP-stimulierter THP-1-Makrophagen. THP-1-Makrophagen wurden im
24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration von 3*10" CFU/ml
stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von Ben-Men-1-Zellen (n=5*%10" Zellen) in 96-Well-
Zellkulturplatten herangezogen. Als Kontrolle dienten Ben-Men-1-Zellen, die mit SP in einer
Konzentration von 0,5*10” CFU/ml stimuliert wurden (zur genauen Erliuterung s. Kapitel 3.6.2). Der
IL-6 Gehalt des Uberstandes vorstimulierter THP-1-Makrophagen (KM - SP) lag unterhalb der
Nachweisgrenze von 10 pg/ml. *** = p < 0,001.

4.1.3 Die stimulatorische Wirkung von konditioniertem Makrophagenmedium

kann durch physikalische Behandlung abgemildert werden

Zur weiteren Analyse der von THP-1-Makrophagen freigesetzten Botenstoffe wurden die
Zellkulturiiberstinde von THP-1-Makrophagen einerseits thermisch behandelt,
andererseits mit Hilfe spezieller Molekularfilter und Ultrazentrifugation in Fraktionen
aufgetrennt, die entweder Proteine mit einer Molekiilmasse > 3kDa oder > 50kDa
enthielten.

Dabei zeigte sich eine signifikante (p < 0,0001) Reduktion der IL-6-Freisetzung aus Ben-
Men-1-Zellen nach einer Stimulation mit Uberstinden, die ausschlieBlich Proteine mit
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einer Molekiilmasse > 50kDa enthielten, im Vergleich zu den unbehandelten
Uberstiinden. Im Gegensatz dazu glichen die gemessenen Zytokinwerte bei Einsatz von
3kDa Molekiilfiltern denen der Kontrollgruppe. Nach thermischer Behandlung des
Uberstandes verringerte sich die IL-6-Produktion der Ben-Men-1-Zellen signifikant (p <
0,0001). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass in den Uberstinden SP-stimulierter THP-
1-Makrophagen ein oder mehrere hitzelabile Molekiile mit einem Molekulargewicht
zwischen 3kDa und 50kDa enthalten sind, die die Ben-Men-1-Zellen zur Produktion von

IL-6 anregen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nach Einsaty physikalisch behandelter
Uberstinde (KM) THY-exponierter und SP-stimulierter THP-1-Makrophagen. THP-I-
Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration
von 3*107 CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von Ben-Men-1-Zellen (n=5%10*
Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Links: Verwendung von SP-Uberstinden, die
zuvor iiber Molekularfilter (Molekiilmasse > 50kDa bzw. 3kDa) zentrifugiert wurden. Rechts: Erhitzen
der Uberstinde bei 60°C fiir 30 Minuten (H=Hitze) vor Stimulation der Ben-Men-1 Zellen. Die
Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

4.1.4 Konditioniertes Medium TLR2-, ASC- und NLRP3-defizienter THP-1-
Makrophagen zeigte im Vergleich zu Uberstinden von WT-THP-I1-

Makrophagen eine deutlich geringere stimulatorische Wirkung

Zur weiteren Charakterisierung der Botenstoffe wurden ausgewihlte Gen-defiziente
THP-1-Makrophagen herangezogen. Der Versuchsautbau sah erneut die Herstellung von
Uberstéinden stimulierter THP-1-Makrophagen und deren anschlieBenden Einsatz bei
Stimulationen von Ben-Men-1-Zellen vor.

Die Zugabe von Zellkulturiiberstinden SP-stimulierter WT-THP-1-Makrophagen
induzierte eine starke IL-6-Freisetzung aus Ben-Men-1-Zellen. Im Gegensatz dazu 16sten
Uberstiinde SP-stimulierter TLR2-, ASC- und NLRP3-defizienter THP-1-Makrophagen
eine hochsignifikant (p < 0,001) geringere IL-6-Produktion bei den Ben-Men-1-Zellen
aus (Abbildung 7). Ausgehend von diesen Befunden wurde die Hypothese aufgestellt,
dass es sich bei dem gesuchten Botenstoff im Uberstand stimulierter Makrophagen um

das Zytokin IL-1f handeln konnte.
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Abbildung 7: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nach Exposition mit Uberstinden SP-
stimulierter WT- bzw. Gen-defizienter THP-1-Makrophagen. WT-/TLR2"-/ASC""-/NLRP3""-THP-
1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System tiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration
von 3*107 CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von Ben-Men-1-Zellen (n=5%10*
Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. ¥** = p <
0,001.

4.1.5 TLR2-, ASC- und NLRP3-defiziente Makrophagen produzieren weniger IL-
1P als die vergleichbaren Wildtyp-Zellen

Zur Erhértung der Hypothese, dass es sich bei dem gesuchten Botenstoff um das Zytokin
IL-1P handeln kénnte, wurde IL-1p anschlieBend im Uberstand von THP-1-Makrophagen
mittels ELISA quantifiziert.

WT-THP-1-Makrophagen und die bereits benannten Gen-defizienten Zellen (TLR27,
ASC”~ und NLRP3") wurden fiir 24 Stunden mit SP stimuliert bzw. THY exponiert und
anschliefend die Konzentration des Zytokins IL-1p gemessen. Hierbei zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Zytokinfreisetzung bei den Gen-defizienten Zellen gegeniiber

dem Wildtyp (Abbildung 8).
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Abbildung 8: IL-1p-Freisetzung aus WT- bzw. Gen-defizienten THP-1-Makrophagen. WT-/TLR2”
-/ASC"-/NLRP3"-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit
SP in einer Konzentration von 3*10° CFU/ml stimuliert und die IL-1B-Produktion im Uberstand
bestimmt. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001.

4.1.6 Die pharmakologische Behandlung von THP-1-Makrophagen mildert die

stimulatorische Wirkung auf Ben-Men-1-Zellen

In weiteren Versuchsreihen wurden in der Folge ausgewidhlte pharmakologische
Inhibitoren (VX-765 und MCC950) verwendet. VX-765 gilt als potenter Caspase-1-
Inhibitor, der die Freisetzung von IL-1B und IL-18 vermindert (Stack et al., 2005;
Wannamaker et al., 2007). MCC950 blockiert selektiv das NLRP3-Inflammasom, das zur
Freisetzung von Zytokinen der IL-1-Familie beitragen kann (Coll et al., 2015).

Die Versuche zeigten, dass die Uberstiinde, die von pharmakologisch behandelten, SP-
stimulierten WT-THP-1-Makrophagen gewonnen wurden, zu einer signifikant (p <
0,0001) verminderten IL-6-Freisetzung aus Ben-Men-1-Zellen fiihrten als die
korrespondierenden Kontrolliiberstinde (DMSO und PBS = Vehikel der Hemmstoffe)
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nach Einsat; pharmakologisch behandelter
Uberstinde von THP-1-Makrophagen. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-
System mit SP in einer Konzentration von 3*10” CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur Stimulation
von Ben-Men-1-Zellen (n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Vor Stimulation
der THP-1-Makrophagen mit SP wurden den Uberstinden die Inhibitoren VX-765 und MCC950
hinzugegeben. DMSO wurde als Kontrolle fiir VX-765, PBS als Kontrolle fiir MCC950 verwendet.
Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001.

4.1.7 Die stimulatorische Wirkung konditionierten Makrophagenmediums wird

durch IL-1-Rezeptor-Antagonisten und IL-1B-Antikorper blockiert

Zur weiteren Verifizierung der Hypothese, dass es sich bei dem gesuchten Botenstoff um
das Zytokin IL-1P handelt, wurden in Folgeexperimenten Versuche mit einem IL-1-
Rezeptor-Antagonisten (IL-1 RA), auch bekannt unter dem Namen Anakinra, sowie
einem neutralisierenden monoklonalen IL-1B-Antikdrper durchgefiihrt. Wie in einer
Ubersichtsarbeit dargelegt, wird Anakinra, ein Vertreter aus der Gruppe der Biologika,
bereits seit ldngerer Zeit zur Behandlung von Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis,
Gicht und einer Reihe seltener autoimmunologischer Erkrankungen eingesetzt (Cavalli
& Dinarello, 2018). Als rekombinante Variante des natiirlichen IL-1 RA hemmt es die
Wirkung sowohl von IL-1a als auch von IL-1f (Dinarello et al., 2012).
Ben-Men-1-Zellen wurden mit konditioniertem Medium SP-stimulierter THP-1-
Makrophagen versehen und beide Substanzen (IL-1 RA und IL-1B AK) respektive ihre
jeweiligen Kontrollsubstanzen Endotoxin-freies Wasser mit 0,1% FBS fiir IL-1 RA (IL-
1 RA Kontrolle) und ein entsprechender Maus-IgG1-Isotyp-Kontrollantikdrper fiir IL-13
AK (IL-1B AK Kontrolle) den Uberstiinden hinzugefiigt.
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Im Vergleich zu den Kontrollsubstanzen bewirkten IL-1 RA und IL-1f AK eine
signifikante (p < 0,0001 bzw. p < 0,001) Verringerung der IL-6-Freisetzung aus Ben-
Men-1-Zellen. In der Zusammenschau zeigten die Versuchsreihen, dass IL-1f als das

Zytokin fungiert, das in Ben-Men-1-Zellen die IL-6-Produktion anregt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nach Verwendung von Uberstinden SP-
stimulierter THP-1-Makrophagen unter Einsat; eines IL-1-Rezeptor-Antagonisten und IL-1f-
Antikorpers. WI-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit SP
in einer Konzentration von 3*10” CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von Ben-Men-
1-Zellen (n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Vor der Stimulation der Ben-
Men-1-Zellen wurde ein IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1 RA) bzw. die Kontrollsubstanz Endotoxin-
freies Wasser mit 0,1% FBS (IL-1 RA Kontrolle) oder ein IL-1p-Antikorper (IL-15 AK) bzw. dessen
Kontrollsubstanz, ein entsprechender Maus-IgG1-Isotyp-Kontrollantikérper (IL-1§ AK Kontrolle)
den Uberstinden hinzugefiigt. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001, *** = p <
0,001.

4.1.8 Die Modulation der Ben-Men-1-Zellen ist in der Frithphase der Infektion

Pneumolysin-abhingig

Pneumolysin (PLY) gilt als wichtiger Virulenzfaktor der Pneumokokken (Nishimoto et
al., 2020; Orihuela et al., 2004; Pereira et al., 2022). Das porenbildende bakterielle
Proteintoxin PLY gehort zur Gruppe der Cholesterol-abhiangigen
membranperforierenden Zytolysine (Baba et al., 2001; Vogele et al., 2019). In-vitro-
Versuche zeigten, dass PLY eine Schiddigung der Endothelzellfunktion bewirkt und somit
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zur Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke beitragt (Zysk et al., 2001). Ebenso ist bekannt,
dass das bakterielle Toxin eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auslosen kann
(McNeela et al, 2010; Witzenrath et al., 2011). Anhand eines Vergleichs der
stimulatorischen Aktivititen von SP D39 mit dessen isogener, PLY-defizienter Mutante
SP D39APLY sollte die Relevanz von PLY in der IL-1B-vermittelten Aktivierung der IL-
6-Produktion meningealer Zellen herausgearbeitet werden.

Nach Stimulation der Ben-Men-1-Zellen mit Uberstéinden von THP-1-Makrophagen, die
iiber 24 Stunden P/S-lysierten SP D39APLY respektive dem Wildtypstamm SP D39
ausgesetzt waren, war kein signifikanter Unterschied in der IL-6-Menge zwischen den
Pneumokokkenstimmen nachweisbar. Verkiirzte man die Expositionszeit der THP-1-
Makrophagen jedoch von 24 auf 6 Stunden, wurden signifikante Unterschiede in der
Zytokinproduktion der Ben-Men-1-Zellen sichtbar: die PLY-Defizienz war mit einer
signifikant geringeren IL-6-Freisetzung aus Ben-Men-1-Zellen vergesellschaftet
(Abbildung 11). In zusitzlichen Analysen wurden die IL-1B-Konzentrationen in den
Uberstiinden der THP-1-Makrophagen gemessen. Analog zu den IL-6-Befunden ging die
Exposition mit PLY-defizienten Bakterien bei kiirzer Stimulationsdauer mit niedrigeren
IL-1B-Spiegeln als bei einer Stimulation mit dem entsprechenden Wildtypstamm einher;
dieser Unterschied war jedoch bei einer langen Stimulationsdauer von 24 Stunden nicht

mehr vorhanden (Abbildung 12).
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Abbildung 11: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen nach einer Behandlung mit Uberstiinden
SP D39- bzw. SP D39APLY-stimulierter THP-1-Makrophagen im Zzeitlichen Verlauf einer
Infektion. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System mit dem Wildtypstamm SP
Serotyp 2 (D39, Kontrolle) bzw. Pneumolysin-(APLY)-defizienten Bakterien in einer Konzentration
von 3*10° CFU/ml iiber eine Dauer von 24 bzw. 6 Stunden stimuliert und der Uberstand zur
Stimulation von Ben-Men-1-Zellen (n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Die
Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. ** = p < 0,01, ns = nicht signifikant.
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Abbildung 12: IL-1p-Produktion SP D39- bzw. SP D39APLY-stimulierter THP-1-Makrophagen im
zeitlichen Verlauf einer Infektion. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System
mit SP Serotyp 2 (D39, Kontrolle) bzw. Pneumolysin-(APLY)-defizienten Bakterien in einer
Konzentration von 3*10° CFU/ml iiber eine Dauer von 24 bzw. 6 Stunden stimuliert. Die
Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. ns = nicht signifikant.
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4.1.9 Auch in direkter Ko-Kultur ist die Fibroblastenaktivierung von der IL-1p-
Freisetzung der Makrophagen abhéngig

Zur Uberpriifung der Ergebnisse aus den Versuchen mit Zellkulturiiberstinden wurden
Ben-Men-1-Zellen und THP-1-Makrophagen in der Folge wieder direkt ko-kultiviert. Es
sollte dabei untersucht werden, ob die IL-6-Freisetzung von Ben-Men-1-Zellen auch in
direkter Ko-Kultur einem IL-1B-abhéngigen Mechanismus unterliegt.

Die IL-6-Produktion war in der direkten Ko-Kultur signifikant (p < 0,0001; um das 600-
fache) gegeniiber der Monokultur erhoht (Ben-Men-1 SP: 111 pg/ml £+ 28 pg/ml; Ko-
Kultur SP: 68838 pg/ml = 16650 pg/ml; n=4). Die Verwendung von ASC”--THP-1-
Makrophagen ging in der Ko-Kultur mit Ben-Men-1-Zellen mit einer 8-fachen Reduktion
der IL-6-Ausschiittung im Vergleich zu WT-THP-1-Makrophagen einher (8301 pg/ml +
2618 pg/ml; p < 0,0001). Die Applikation eines IL-1 RA zeigte ebenso eine signifikante
Reduktion (8301 pg/ml + 2618 pg/ml; p < 0,0001) der Menge an freigesetztem IL-6
(Abbildung 13).

Dies bekriftigt die oben aufgestellte Hypothese, dass auch in direkter Ko-Kultur eine IL-
1B-vermittelte IL-6-Produktion der Ben-Men-1-Zellen vorliegt.

51



% %k k

100000

[e]
80000
o]
T _
€ 60000 g
2
© 40000
=
20000
0 o0 o0 pu o‘n o '
Y .
. N . S
N ¢ & O
: & S
@ (\'@ P ())l~
4 & & N
& < A @
& @
& (o)
150000
ok ko % %k %k %k
100000 oo
° = 100000
80000 £ ) o
Q g o °
£ 60000 @ o
> 8 = 50000 °
© 40000 oo
- [
20000 0 000 , : :
o A Q \a @
0 0000 o%o :\Q\ «6 :\Q- \‘o\\
~\| T ~k| T o $ W &
N
& g & | F F ¢ <&
§« $ c;\f . %0 \i_@/{h &\{s}@ \\/'
<2 N\
@ 'S & Q

Abbildung 13: IL-6-Freisetzung von Ben-Men-1-Zellen in direkter Ko-Kultur unter Einsatz von
ASC-defizienten Makrophagen und eines IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1 RA). Oben: Ben-Men-
1-Zellen wurden analog zu Kapitel 4.1.1 in direkter Ko-Kultur mit THP-1-Makrophagen in 24-Well-
Zellkulturplatten kultiviert und anschlieffend tiber 24 Stunden mit SP stimuliert bzw. THY exponiert.
Unten links: Zur Uberpriifung eines Inflammasom-abhdiingigen Prozesses wurden Ben-Men-1-Zellen
mit WT- bzw. ASC”"-THP-1-Makrophagen direkt ko-kultiviert und anschliefend stimuliert. Unten
rechts: Einsatz eines IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1 RA) bzw. dessen Kontrollsubstanz Endotoxin-
freies Wasser mit 0,1% FBS (IL-1 RA Kontrolle) bei Stimulation von Ben-Men-1-Zellen in direkter
Ko-Kultur mit WT-THP-1-Makrophagen. Graue Balken: Daten bereits gezeigt. Die Nachweisgrenze
betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001.

4.1.10 PCR-Untersuchungen ausgewihlter Faktoren in Ben-Men-1-Zellen

Ergdnzend zu den oben beschriebenen ELISA-Bestimmungen wurde die Expression

ausgewdhlter Zytokine und Fibroblastenmarker, darunter IL-1p, IL-1-Rezeptor (IL-1 R),

IL-6, Fibronektin (FNI1), PDGF-Rezeptor a (PDGFRA), und PDGF-Rezeptor 3

(PDGFRB) in Ben-Men-1-Zellen untersucht. Nach einer Behandlung mit Uberstinden

SP-stimulierter bzw. THY -exponierter THP-1-Makrophagen zeigte sich eine Induktion
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der IL-6-, IL-1B- und PDGFRA-mRNA-Expression. Keine Anderungen fanden sich bei
der Expression von IL-1R, FN1, PDGFRB und Coll A1 (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Analyse der mRNA-Expression ausgewihlter Zytokine und Fibroblastenmarker von
Ben-Men-1-Zellen, die mit konditioniertem Medium stimulierter THP-1-Makrophagen behandelt
wurden. Nach Behandlung der Ben-Men-1-Zellen mit konditioniertem Medium (KM) THY-
exponierter bzw. SP-stimulierter WT-THP-1-Makrophagen wurde der Uberstand auf IL-1-Rezeptor
(IL-1R), IL-6, IL-1B Fibronektin (FN1), PDGF-Rezeptor a (PDGFRA), PDGF-Rezeptor f
(PDGFRB) und Kollagen I (CollAl) untersucht. Als Kontrolle wurden unstimulierte Ben-Men-1-
Zellen verwendet. Die Expression wird im Verhdltnis zum Housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH; x den Faktor 1000) angegeben.

4.1.11 Uberblick iiber das Spektrum freigesetzter Botenstoffe von Ben-Men-1-

Zellen nach einer Behandlung mit konditioniertem Makrophagenmedium

Um einen besseren Einblick in die Faktoren zu erhalten, die meningeale Zellen nach einer
Exposition mit Pneumokokken freisetzen konnen, wurden in der Folge Ben-Men-1-
Zellen mit Uberstinden WT THY-exponierter, ASC”’* SP-stimulierter oder WT SP-
stimulierter THP-1-Makrophagen behandelt. Die gewonnenen Uberstinde wurden
anschlieBend verwendet, um die Zytokin- und Chemokinproduktion von 42 Faktoren
mittels eines kommerziell erhdltlichen Antibody-Arrays semiquantitativ zu ermitteln. Fiir
den Versuch wurden insgesamt drei Gruppen und eine Kontrolle (Blank) gewihlt, die
lediglich das Stimulationsmedium der Ben-Men-1-Zellen (MenCM, 1% FBS, 1% MCGS
und 1% P/S) enthielt.
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Im Vergleich zur Exposition von Ben-Men-1-Zellen mit Uberstinden THY -exponierter
WT-THP-1-Makrophagen (WT THY) fiihrte die Stimulation mit Uberstinden SP-
stimulierter WT-THP-1-Makrophagen (WT SP) zu einer deutlich erh6hten Freisetzung
von IL-6 und CCL2 in den Uberstand. Ferner nahm die Expression des
Differenzierungsfaktors GM-CSF erkennbar zu. Diese Verinderungen waren bei ASC™-
THP-1-Makrophagen schwicher ausgeprigt als bei WT-THP-1-Makrophagen. Die
Expression der Zytokine IL-7 und IL-10 sowie des Angiogenesefaktors Angiogenin
unterschied ~ sich ~ zwischen = den  untersuchten = Gruppen  nicht.  Die
Chemilumineszenzsignale fiir das Zytokin IL-8 und die Chemokine GRO a/b/g sowie
GRO alpha befanden sich bereits bei der ersten Aufnahme im Bereich der oberen

Nachweisgrenze und waren daher nicht beurteilbar (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Antibody-Array-Untersuchungen zur Zytokin- und Chemokinsekretion
ausgewiihlter Faktoren von Ben-Men-1-Zellen nach Behandlung mit konditioniertem Medium
(KM) stimulierter THP-1 Makrophagen. Nach Behandlung der Ben-Men-I1-Zellen mit
konditioniertem Medium (KM) WT THY-exponierter, ASC”~ SP-stimulierter und WT SP-stimulierter
THP-1-Makrophagen wurde der Uberstand auf die Faktoren GM-CSF, GRO a/b/g, GRO alpha, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-10, CCL2/MCP-1 und Angiogenin untersucht. Jeweils dargestellt ist die integrierte
Dichte (ID) des Chemilumineszenzsignals in % der Positivkontrolle.
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Abbildung 16: Antibody-Array der Uberstande von Ben-Men-1-Zellen, die mit konditioniertem
Medium von THP-1-Makrophagen stimuliert wurden. Oben links: Kontrolle (Blank) mit Medium
bestehend aus MenCM, 1% FBS, 1% MCGS, 1% P/S. Unten links: Expression ausgewdhlter Faktoren
von Ben-Men-1-Zellen, die mit konditioniertem Medium THY-exponierter WT-THP-1-Makrophagen
behandelt wurden. Oben rechts: Expression ausgewdhlter Faktoren von Ben-Men-1-Zellen, die mit
konditioniertem Medium SP-stimulierter WT-THP-1-Makrophagen behandelt wurden. Unten rechts:
Expression ausgewdhiter Faktoren von Ben-Men-1-Zellen, die mit konditioniertem Medium SP-
stimulierter ~ ASC”"-THP-1-Makrophagen  behandelt ~wurden. — Hervorgehoben sind  die
Chemilumineszenzsignale der Zytokine und Chemokine, die in den vier Gruppen unterschiedlich
exprimiert wurden. Eine Ubersicht iiber die Belegung des Antibody-Array findet sich in Kapitel 3.7.2.

4.2 Untersuchungen zur Interaktion von Immunzellen und priméiren
humanen meningealen Zellen (HMC) sowie zerebralen Perizyten

(HBVP)

4.2.1 Interaktionsverhalten von HMC und THP-1-Makrophagen

Um zu iiberpriifen, ob die Befunde, die mit Ben-Men-1-Zellen erhoben worden waren,

auf primdre meningeale Zellen zu iibertragen sind, wurden die mit konditioniertem
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Medium durchgefiihrten Versuche mit priméren, kommerziell erhéltlichen HMC
wiederholt.

Wie bei den Ben-Men-1-Zellen beobachtet, fiihrte eine Exposition der HMC mit
Uberstiinden SP-stimulierter THP-1-Makrophagen zu einer hochsignifikanten Steigerung
(p < 0,0001) der IL-6-Produktion im Vergleich zu einer Stimulation von HMC-
Monokulturen (Abbildung 17).

In weiteren Versuchsreihen wurden HMC mit konditioniertem Medium von Gen-
defizienten THP-1-Makrophagen stimuliert. Analog zur Ben-Men-1-Zelllinie wurde eine
signifikante Reduktion (p < 0,0001) der Zytokinproduktion bei Exposition mit
Uberstiinden von TLR2”-, ASC”"- und NLRP3""- THP-1-Makrophagen im Vergleich zu
denen von WT-Makrophagen beobachtet (Abbildung 18). Uberdies wurden in
erginzenden Versuchsreihen selektive pharmakologische Inhibitoren (VX-765 und
MCC950) (Abbildung 19) sowie ein IL-1 RA und ein funktionsblockierender IL-18 AK
eingesetzt (Abbildung 20). Wie bei den Ben-Men-1-Zellen zeigten sich auch bei den
HMC-Experimenten signifikante Unterschiede (p < 0,0001 bzw. p < 0,05) zwischen den

jeweiligen Hemmstoffen und den Kontrollsubstanzen.
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Abbildung 17: IL-6-Produktion von HMC nach einer Exposition mit konditioniertem Medium
(KM) von THP-1-Makrophagen. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System
iiber 24 Stunden THY exponiert bzw. mit SP in einer Konzentration von 3*10” CFU/ml stimuliert und
der Uberstand zur Stimulation von HMC (n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten
herangezogen. Als Kontrolle dienten HMC, die mit SP in einer Konzentration von 0,5*10" CFU/ml
stimuliert wurden. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001.
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Abbildung 18: IL-6-Produktion von HMC nach Exposition mit Uberstinden SP-stimulierter WT-
bzw. Gen-defizienter THP-1-Makrophagen. WT-/TLR2""-/ASC”-/NLRP3""-THP-1-Makrophagen
wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration von 3*10’
CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von HMC (n=5%10° Zellen) in 96-Well-
Zellkulturplatten herangezogen. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < (0,0001.
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Abbildung 19: IL-6-Produktion von HMC nach Einsatz pharmakologisch behandelter Uberstiinde
von THP-1-Makrophagen. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24
Stunden mit SP in einer Konzentration von 3*107 CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur
Stimulation von HMC (n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Vor Stimulation
der THP-1-Makrophagen wurden den Uberstinden die Inhibitoren VX-765 und MCC950
hinzugegeben. DMSO wurde als Kontrolle fiir VX-765, PBS als Kontrolle fiir MCC950 verwendet.
HMC wurden anschliefiend mit den gewonnenen Uberstinden stimuliert. Die Nachweisgrenze betrug
10 pg/ml. **** = p < 0,0001, * =p < 0,05.
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Abbildung 20: Auswirkung einer Behandlung von HMC mit Uberstinden SP-stimulierter THP-1-
Makrophagen mit einem IL-1-Rezeptor-Antagonist oder IL-1B-Antikorper. WT-THP-I-
Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration
von 3*107 CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von HMC (n=5*10" Zellen) in 96-
Well-Zellkulturplatten herangezogen. Zur Stimulation der HMC wurde ein IL-1-Rezeptor-Antagonist
(IL-1 RA) bzw. dessen Kontrollsubstanz Endotoxin-freies Wasser mit 0,1% FBS (IL-1 RA Kontrolle)
oder ein IL-1§-Antikérper (IL-1 AK) bzw. dessen Kontrollsubstanz Maus-IgGl-Isotyp-
Kontrollantikérper (IL-18 AK Kontrolle) beigefiigt. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p
< 0,0001.

4.2.2 PCR-Untersuchungen selektiver Faktoren in HMC

Analog zu den RT-PCR-Versuchen mit Ben-Men-1-Zellen wurde die Expression
selektiver Zytokine und Fibroblastenmarker in HMC analysiert. Wie schon bei den
Untersuchungen an Ben-Men-1-Zellen beobachtet, fiihrte die Behandlung der HMC mit
Uberstinden THY- und SP-stimulierter ~THP-1-Makrophagen sowie dem
Kontrollmedium zu keinen Unterschieden in den Expressionsniveaus der
Wachstumsfaktoren PDGFRA und PDGFRB, des Glykoproteins FN1, des Kollagens
CollAl sowie des IL1-Rezeptors. Wie bereits in vorherigen Untersuchungen an Ben-
Men-1-Zellen konnte auch hier eine erhohte mRNA-Expression der Zytokine IL-6 und
IL-1B bei einer Simulation mit SP-konditioniertem Medium von WT-THP-1-

Makrophagen gegeniiber beiden Vergleichsgruppen gezeigt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Analyse der mRNA-Expression ausgewihiter Faktoren in HMC. WT-THP-I-
Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden THY exponiert oder mit SP in
einer Konzentration von 3*10” CFU/ml stimuliert und der Uberstand (KM) zur Stimulation von HMC
(n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Als Kontrolle wurde unstimulierte HMC
verwendet. Es wurde die Expression von IL-1-Rezeptor (IL-1R), IL-6, IL-1p, Fibronektin (FNI),
PDGF-Rezeptor o. (PDGFRA), PDGF-Rezeptor f (PDGFRB) und Kollagen (CollAl) untersucht. Die
Expression wird im Verhdltnis zum Housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH; x den Faktor 1000) angegeben.

4.2.3 Antibody-Array-Untersuchungen zur Zytokinfreisetzung von HMC

Analog zu den Experimenten an Ben-Men-1-Zellen wurde bei HMC ein kommerziell
erworbener Antibody-Array verwendet, um das Spektrum der freigesetzten Zytokine und
Chemokine genauer zu charakterisieren. Fiir die Untersuchungen wurden drei Gruppen
und ein sogenannter Blank mit dem Stimulationsgrundmedium (MenCM, 1% FBS, 1%
MCGS und 1% P/S) eingesetzt. Die drei Gruppen umfassten Uberstinde unstimulierter
HMC sowie von HMC, die THY- oder SP-konditioniertem Medium von THP-1-
Makrophagen ausgesetzt worden waren.

HMC exprimierten konstitutiv die Proteine Macrophage Migration Inhibitory Factor
(MIF), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (SerpinE1/PAI-1) und IL-8. In Gegenwart
von THY-konditioniertem Medium konnte iiberdies eine Freisetzung von CCL4, auch
bekannt als Macrophage inflammatory protein-alpha und beta (MIP1 alpha/MIP1 beta)
sowie des Chemokins CXCL1/GRO alpha beobachtet werden. Eine Exposition mit SP-
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konditioniertem Medium resultierte in einer im Vergleich zu THY-konditioniertem
Medium erhdhten Produktion der Faktoren CCL2, CXCL1/GRO alpha, G-CSF, IL-8 und
IL-6 (Abbildung 22). Beim Vergleich der HMC-Befunde mit denen der Ben-Men-1-
Zellen (Abbildung 15) zeigte sich, dass beide Zellpopulationen nach einer Stimulation
mit konditioniertem Makrophagenmedium vermehrt CCL2, IL-6 und CXCL1/GRO alpha
freisetzen. Im Vergleich zu Ben-Men-1-Zellen fand sich bei HMC zusitzlich eine erhdhte
Produktion von IL-8 und G-CSF. In diesem Kontext muss allerdings darauthin gewiesen
werden, dass fiir die Analysen der Uberstinde von Ben-Men-1-Zellen und HMC
unterschiedliche Proteinarrays verwendet wurden. Es ist daher moglich, dass die
beobachteten Differenzen zumindest teilweise auf technische Unterschiede zwischen den
Arrays zuriickzufiihren sind, beispielsweise aufgrund unterschiedlicher Sensitivitdten fiir
einzelne Zytokine. Bei Verwendung des Raybiotech-Arrays wurde ein hohes
Hintergrundrauschen und fiir einzelne Faktoren bereits bei den Kontrollen ein positives
Signal im Bereich der oberen Nachweisgrenze beobachtet. Folglich war es unmoglich,
bei diesen Faktoren eine weitere Zunahme durch die Stimulationen zu beobachten,
weshalb fiir die Untersuchungen der HMC-Uberstiinde ein Antibody-Array eines anderen

Herstellers verwendet wurde.
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Abbildung 22: Zentrale Befunde eines Antibody-Arrays, bei dem Uberstinde von HMC analysiert
wurden. HMC wurden mit konditioniertem Medium THY-exponierter und SP-stimulierter THP-1-
Makrophagen behandelt und der Uberstand anschlieffend auf die Expression der Faktoren MIF,
SerpinE1/PAI-1, MIPI alpha, CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO alpha, G-CSF, IL-8 sowie IL-6 untersucht.
Dargestellt ist die integrierte Dichte (ID) der Chemilumineszenzwerte in Prozent der Positivkontrolle.
Nach Messung des emittierten Chemilumineszenzsignals wurden gemittelte Negativkontrollen
subtrahiert und in Bezug zur Positivkontrolle gesetzt.
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Abbildung 23: Chemilumineszenzbilder der Antibody-Array-Membranen unterschiedlicher,
gesammelter HMC-Uberstiinde. Links: Uberstinde unstimulierter HMC (basale Zytokinfreisetzung
aus HMC). Mitte: Gesammelte Uberstinde von HMC, die mit konditioniertem Medium THY-
exponierter THP-1-Makrophagen behandelt wurden. Rechts: Gesammelte Uberstinde von HMC, die
mit konditioniertem Medium SP-stimulierter THP-1-Makrophagen stimuliert wurden. Hervorgehoben
sind die Chemilumineszenzsignale der Zytokine und Chemokine, die in den drei Gruppen

unterschiedlich exprimiert wurden. Eine Ubersicht iiber die Belegung des Antibody-Array findet sich
in Kapitel 3.7.2.

4.2.4 Erginzende Analysen zur IL-8- und CCL2-Freisetzung aus HMC in Folge

einer Stimulation mit konditioniertem Makrophagenmedium

Bei den Antibody-Array-Analysen wurden, abgesehen von IL-6, das stets als
Markerprotein verwendet wurde, Unterschiede in der Expression der Chemokine IL-8
und CCL2 beobachtet. Zur Uberpriifung bzw. Bestitigung der semiquantitativen Array-
Befunde wurden in der Folge zusitzliche ELISA-Analysen an Zellkulturiiberstinden von
HMC durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, fiihrte die Stimulation der HMC mit konditioniertem
Medium SP-stimulierter WT-THP-1-Makrophagen zu einer signifikant (p < 0,0001)
erhohten Freisetzung von IL-8 und CCL2. Die Konzentrationen von IL-8 und CCL2

waren in Uberstinden von HMC, die mit SP-konditioniertem Makrophagenmedium
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stimuliert wurden, um das 50-fache (IL-8) bzw. 35-fache (CCL2) hoher als in
Uberstinden von HMC, die unter Monokulturbedingungen Pneumokokken ausgesetzt
wurden (Abbildung 24). In diesem Zusammenhang muss erwdhnt werden, dass im
konditionierten Makrophagenmedium bereits geringe Konzentrationen von IL-8, nicht

aber von CCL2 nachzuweisen waren. Die entsprechende Messwerte sind in der Fulnote

2 zu finden.
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Abbildung 24: IL-8- und CCL2-Produktion von HMC nach einer Behandlung mit konditioniertem
Medium (KM) von THP-1-Makrophagen. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-
System iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration von 3*107 CFU/ml stimuliert und der
Uberstand zur Stimulation von HMC (n=5*10" Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen.
Als Kontrolle dienten HMC, die THY exponiert bzw. mit SP in einer Konzentration von 0,5%10’
CFU/ml stimuliert wurden (erste beiden Balken). Der CCL2-Gehalt des Uberstandes vorstimulierter
THP-1-Makrophagen (KM - SP) lag unterhalb der Nachweisgrenze von 10 pg/ml. ¥*** = p < 0,0001.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Effekte des konditionierten Mediums Gen-
defizienter THP-1-Makrophagen und des konditionierten Mediums von WT-THP-1-
Makrophagen auf HMC verglichen. Nach einer Exposition mit konditioniertem Medium
TLR27-, ASC”- sowie NLRP3"-Makrophagen wurden im HMC-Uberstand signifikant
(p < 0,0001) niedrigere IL-8 und CCL2-Werte nachgewiesen als nach einer Exposition
mit entsprechendem Medium von WT-THP-1-Makrophagen. Stimulierte man HMC mit

2 Daten nicht dargestellt: In konditioniertem Medium von THP-1-Makrophagen konnte sowohl nach THY- als auch

nach SP-Stimulation eine IL-8 Freisetzung beobachtet werden, wobei der Unterschied beider Gruppen nicht signifikant
war (THP-1 WT THY: 594 pg/ml + 194pg/mi; THP-1 WT SP: 412 pg/ml + 102 pg/ml; n=6). TLR2-defiziente
Makrophagen zeigten nach SP-Stimulation 10-fach niedrigere basale IL-8-Niveaus als die iibrigen Gen-defizienten
Zellen (THP-1 TLR2": 40 pg/ml + 13 pg/ml, THP-1 ASC": 423 pg/ml + 170 pg/ml und THP-1 NLRP3": 532 pg/ml +
205 pg/ml; n=6). Eine Freisetzung des Chemokins CCL2 konnte fiir WT- und Gen-defiziente THP-1-Makrophagen

nicht nachgewiesen werden; alle Werte lagen unterhalb der Nachweisgrenze von 10 pg/ml.
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konditioniertem Makrophagen-Medium VX-765- oder MCC950-behandelter THP-1-
Makrophagen, konnte bei Einsatz von VX-765 eine signifikante Reduktion der IL-8- und
der CCL2-Werte (p < 0,001), bei MCC950 nur der CCL2-Werte im Vergleich zu den
entsprechenden unbehandelten Kontrollgruppen beobachtet werden. Eine Behandlung
von HMC, die mit konditioniertem Makrophagenmedium stimuliert wurden, mit einem
IL-1 RA oder einem IL-1B AK ging mit signifikant niedrigeren IL-8-und CCL2-Werten
im Zellkulturiiberstand als in den entsprechenden Kontrollgruppen einher (p < 0,01 und

p <0,0001) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: IL-8 und CCL2-Produktion von HMC nach einer Exposition mit konditioniertem
Medium von THP-1-Makrophagen. WT-THP-1-Makrophagen wurden im 24-Well-Zellkultur-System
iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration von 3*10° CFU/ml stimuliert und der Uberstand zur
Stimulation von HMC (n=5*10% Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten herangezogen. Obere Reihe:
Stimulatorische Aktivitit von Uberstinden TLR2” -, ASC”"- und NLRP3""-THP-1-Makrophagen im
Vergleich zu dem von WT-THP-1-Makrophagen. Mittlere Reihe: Effekte von konditioniertem Medium
von WT-THP-1-Makrophagen, die entweder mit VX-765 oder MCC950 behandelt wurden. Untere
Reihe: Effekt eines IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1 RA) bzw. dessen Kontrollsubstanz Endotoxin-
freies Wasser mit 0,1% FBS (IL-1 RA Kontrolle) oder eines IL-1p-Antikérpers (IL-15 AK) bzw. dessen
Kontrollsubstanz, ein entsprechender Maus-1gG1-Isotyp-Kontrollantikorper (IL-1§ AK Kontrolle).
Die Befunde einer alleinigen Stimulation von THP-1-Makrophagen sind in Fufinote 2 beschrieben.
KX = p < 0,0001, ¥*¥* =p < 0,001, ** =p < 0,01, *=p < 0,05, ns = nicht signifikant.
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4.3 Perizyten (Human Brain Vascular Pericytes, HBVP) sind zur IL-1p-
abhingigen Produktion von IL-6 fiahig

In ergdnzenden Versuchsreihen sollte iiberpriift werden, ob die Befunde, die bei
meningealen Zellen erhoben wurden, auf andere murale Zellpopulationen des ZNS
iibertragen werden konnen. Dafiir wurden Versuche mit kommerziell erhéltlichen
primdren humanen zerebralen Perizyten (HBVP) und konditioniertem Makrophagen-
Medium durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe wurden bereits in einer
gemeinsamen Publikation unserer Arbeitsgruppe verdffentlicht (Teske et al., 2023).

Wie in Abbildung 26 dargestellt, waren die Ergebnisse, die Analysen von HBVP-
Kulturen lieferten, mit den Resultaten bei meningealen Zellen vergleichbar: Nach einer
Stimulation mit SP-konditioniertem Makrophagenmedium setzten HBVP signifikant
mehr IL-6 frei als in entsprechenden Monokulturversuchen (p < 0,0001) (Teske et al.,
2023). Diese Freisetzung erreichte in etwa die Hailfte der IL-6-Menge, die bei der
Stimulation von HMC beobachtet wurde (Teske et al., 2023).

Ebenso fanden sich nach einer Exposition von HBVP mit konditioniertem Medium SP-
stimulierter TLR27"-, ASC”"- und NLRP3""-THP-1-Makrophagen signifikant niedrigere
IL-6-Werte als bei entsprechenden Experimenten mit konditionierten Medium von WT-
THP-1-Makrophagen (p < 0,0001) (Teske et al., 2023). Ferner ging eine Behandlung mit
dem Caspase-1 Inhibitor VX-765 oder dem NLRP3-Hemmstoff MCC950 mit einer
signifikanten Reduktion der IL-6-Produktion durch HBVP nach einer Stimulation mit
konditioniertem Medium von WT-THP-1-Makrophagen einher (p < 0,001 bzw. p <0,05)
(Teske et al., 2023) (Abbildung 26).
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Abbildung 26: IL-6-Freisetzung aus primdiren, humanen Perizyten (HBVP) nach einer Exposition
mit konditioniertem Medium (KM) von THP-1-Makrophagen. WT-THP-1-Makrophagen wurden im
24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden mit SP in einer Konzentration von 3*107 CFU/ml
stimuliert und der Uberstand zur Stimulation von HMC (n=5*10* Zellen) in 96-Well-Zellkulturplatten
herangezogen. Oben links: Effekt von konditioniertem Medium (KM) von THP-1-Makrophagen auf
die IL-6-Produktion von HBVP im Vergleich zur entsprechenden Stimulation unter
Monokulturbedingungen. Unten links: Stimulation von HBVP mit konditioniertem Medium SP-
stimulierter, TLR2-, ASC- und NLRP3-defizienter THP-1-Makrophagen im Vergleich zu WT-THP-1-
Makrophagen. Oben rechts: Effekt eines IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1 RA) und eines IL-1[5-
Antikérpers (IL-18 AK) im Vergleich zu den jeweiligen Losungsmitteln Endotoxin-freies Wasser mit
0,1% FBS (IL-1 RA Kontrolle) sowie Maus-1gG1-Kontrollantikorper (IL-15 AK Kontrolle) auf die IL-
6-Produktion von HBVP nach einer Exposition mit konditioniertem  WT-THP-1-
Makrophagenmedium. Unten rechts: Effekt der pharmakologischen Inhibitoren VX-765 und MCC950
auf die durch konditioniertes Medium von WT-THP-1-Makrophagen getriggerte IL-6-Freisetzung aus
HBVP. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p < 0,0001, *** =p < 0,001, **=p < 0,01, *
=p <0,05.
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4.4 Auch periphere mononukleiare Zellen (PBMC) konnen die
Reaktivitit meningealer Zellen bei einer Exposition mit

Pneumokokken modulieren

Die bisher vorgestellten Befunde wurden ausschlieBlich mit konditioniertem Medium von
THP-1-Makrophagen erhoben. In einer abschlieBenden Versuchsreihe sollte liberpriift
werden, ob auch primédre humane Immunzellen die Aktivitdt meningealer Zellen durch
eine Freisetzung von IL-1P in Folge einer Pneumokokken-Exposition beeinflussen
konnen. Bei diesen Experimenten wurden periphere mononukleédren Blutzellen (PBMC)
eingesetzt. Diese wurden aus Blutproben dreier verschiedener Probanden isoliert.
Konditioniertes Medium wurde entsprechend des bei THP-1-Makrophagen verwendeten
Versuchsaufbaus hergestellt.

Nach einer Stimulation mit SP-konditioniertem PBMC-Medium setzten Ben-Men-1-
Zellen signifikant (p < 0,001) mehr IL-6 frei als nach einer Exposition mit THY-
konditioniertem Medium. Durch eine Behandlung mit dem Caspase-1-Inhibitor VX-765
konnte dieser starke Anstieg der Zytokinproduktion signifikant vermindert werden (p <
0,0001). Diese Befunde deuten auf eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms bei der
ausgeprigten IL-6-Freisetzung aus Ben-Men-1-Zellen nach einer Stimulation mit
konditionierten PBMC-Medium hin (Abbildung 27) und lassen vermuten, dass PBMC,
analog zu THP-1-Makrophagen, iiber einen NLRP3-/Caspase-1-/IL-1p-abhéngigen

Prozess Ben-Men-1-Zellen zur IL-6-Produktion anregen kénnen.
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Abbildung 27: IL-6-Produktion von Ben-Men-1-Zellen bei einer Exposition mit konditioniertem
Medium peripherer mononukleirer Blutzellen (PBMC). Nach Entnahme der Blutproben und
Isolation der PBMC wurden die Immunzellen im 24-Well-Zellkultur-System iiber 24 Stunden THY
exponiert oder mit SP in einer Konzentration von 3*107 CFU/ml stimuliert. In ausgewdihiten
Versuchsgruppen wurden PBMC mit dem Caspase-1 Inhibitor VX-765 oder dessen
Lésungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde gewonnen und
zur Stimulation von Ben-Men-1-Zellen verwendet. Die Nachweisgrenze betrug 10 pg/ml. **** = p <
0,0001, *** =p < 0,001.
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5 Diskussion

In dieser Dissertation sollte untersucht werden, wie Makrophagen die Reaktion humaner
meningealer Zellen auf eine Exposition mit Pneumokokken modulieren. Die
Untersuchungen wurden in direkten und indirekten Ko-Kultur-Systemen durchgefiihrt.
Den wissenschaftlichen Hintergrund bildeten frithere Studien unserer Arbeitsgruppe, bei
denen beobachtet wurde, dass eine meningeale Zelllinie, namentlich Ben-Men-1, in
direkter Ko-Kultur mit THP-1-Makrophagen bei einer Stimulation mit Streptococcus
pneumoniae signifikant mehr Interleukin (IL)-6 als in Monokultur produziert (Ercegovac,
2024).

Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob fiir diesen Effekt ein direkter Kontakt der beiden
Zellpopulationen vonndten ist oder ob Makrophagen bei einem Kontakt mit
Pneumokokken bestimmte Botenstoffe freisetzen, die die Aktivitdt der meningealen
Zellen, wie z.B. die IL-6-Produktion, entscheidend beeinflussen. Im letztgenannten Falle,
also bei einer Modulation der Zytokinproduktion im Modell der indirekten Ko-Kultur von
meningealen Zellen und Makrophagen, sollten die verantwortlichen Botenstoffe
identifiziert werden.

In mehreren Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass die verstirkte IL-6-Produktion
durch meningeale Zellen sowohl bei einem direkten als auch indirekten Kontakt mit
Makrophagen nachweisbar war. Allein die Zugabe von konditioniertem Makrophagen-
Medium reichte aus, um eine starke Zytokinfreisetzung aus meningealen Zellen
auszulosen. Diese Daten belegten, dass 16sliche Mediatoren die Modulation meningealer
Zellen durch Makrophagen vermitteln. In weiteren Untersuchungen konnte das von
Makrophagen freigesetzte Zytokin IL-1p als Mediator dieses Effekts identifiziert werden.
Die Befunde, die in Zellkultur-Modellen von Ben-Men-1- und THP-1-Zellen erhoben
wurden, konnten mit priméren humanen meningealen Zellen und humanen PBMC, die
aus Blutproben von Probanden gewonnen wurden, nachvollzogen werden. Ebenso konnte
in einer abschliefenden Versuchsreihe gezeigt werden, dass sich murale Zellen, hier
humane zerebrale Perizyten, in unserem Versuchsaufbau dhnlich wie meningeale Zellen
verhielten (Teske et al., 2023).

Im Folgenden sollen die Befunde zur Reaktion meningealer Zellen und Makrophagen auf
eine Infektion mit Streptococcus pneumoniae, zur Modulation der Aktivitdt meningealer

Zellen durch Makrophagen, der Rolle des IL-1f bei diesem Phdnomen sowie der Wirkung
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von Pneumolysin (PLY) im zeitlichen Verlauf einer Infektion vor dem Hintergrund der

bekannten Daten der wissenschaftlichen Literatur diskutiert werden.

5.1 Die Reaktion meningealer Zellen und Makrophagen auf eine

Infektion mit Streptococcus pneumoniae

Meningeale Zellen sind zur Produktion von Zytokinen fahig. Frithere Zellkulturstudien
konnten zeigen, dass Meningitis-auslosende Bakterien meningeale Zellen zur Freisetzung
pro- und antiinflammatorischer Zytokine und Chemokine anregen konnen
(Christodoulides et al., 2002; Fowler et al., 2004; Fowler et al., 2006; Wells et al., 2001).
So berichtete die Arbeitsgruppe von Christodoulides im Jahr 2002, dass die Stimulation
humaner Menigeomzellen mit Neisseria meningitidis des Serotyps MC58 zur Produktion
groBer Mengen des Zytokins IL-6 fiihrt. Ahnliche Ergebnisse berichteten Fowler et al.
(2004) in ihren Untersuchungen an humanen Meningeomzellen. Sie zeigten, dass
Neisseria meningitidis und Haemophilus influenzae die Freisetzung von IL-6, IL-8,
CCL2 und CCLS5 aus diesen Zellen induzieren (Fowler et al., 2004). Im Gegensatz dazu
filhrte die Stimulation der Meningeomzellen mit lebenden Streptococcus pneumoniae
Serotyp 2 (D39) in einer Konzentration von 102 bis 10 CFU/ml zu keiner signifikanten
Produktion dieser Zytokine und Chemokine (Fowler et al., 2004). Zudem erwiesen sich
hohe Pneumokokkenkonzentrationen — anders als N. meningitidis oder H. influenzae —
als zytotoxisch fiir die untersuchten meningealen Zellen (Fowler et al., 2004).

Im Gegensatz zu den Befunden von Fowler et al. (2004) wurde in den vorliegenden
Untersuchungen eine signifikante, wenn auch vergleichsweise geringe Freisetzung des
Zytokins IL-6 bei einer Stimulation von Ben-Men-1-Zellen in Monokultur mit 3*107
CFU/ml Pneumokokken beobachtet. Vergleichbar mit der Studie von Fowler et al. (2004)
wurden in den Experimenten der vorgelegten Arbeit Meningeomzellen sowie Bakterien
des Laborstammes Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) verwendet. Wéhrend die
Arbeitsgruppe von Fowler et al. (2004) die Zellen aus frisch gewonnenen
Patientenmaterial isolierten und kultivierten, wurde fiir diese Untersuchungen mit Ben-
Men-1-Zellen eine etablierte, gut charakterisierte Meningeomzelllinie herangezogen
(Puttmann et al., 2005). Zudem wurde fiir die Stimulationen MCM-Medium mit 1%
MCGS und 1% FBS verwendet, wihrend Fowler et al. mit DMEM-Glutamax-Medium
mit 0.1% FBS arbeiteten (Fowler et al., 2004).
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Mogliche Erklarungen fiir die divergenten Befunde zwischen der vorgelegten Studie und
der von Fowler et al. (2004) konnten folgende sein: Die Arbeitsgruppe von Fowler et al.
stimulierte die meningealen Zellen mit den bakteriellen Konzentrationen 1*10%, 1*10%,
1*#10% und 1*10% CFU/ml, wihrend in diesem Forschungsvorhaben 3*107 CFU/ml
Bakterien eingesetzt wurden. Diese Konzentration zeigte in fritheren Analysen unserer
Arbeitsgruppe einen signifikanten stimulatorischen, aber nur einen geringen
zytotoxischen Effekt auf Ben-Men-1-Zellen (Ercegovac, 2024). Eine Konzentration von
1*107 CFU/ml Bakterien wirkte in dem Ansatz weder stimulatorisch noch zytotoxisch,
withrend eine Konzentration von 8*107 CFU/ml fast ausschlieBlich zytotoxische Wirkung
zeigte (Ercegovac, 2024). Diese Befunden sprechen dafiir, dass nur in einem engen
bakteriellen Konzentrationsbereich eine stimulatorische Wirkung auf Ben-Men-1-Zellen
beobachtet werden kann.

Ferner muss erwdhnt werden, dass die Arbeitsgruppe von Fowler et al. (2004) mit
lebenden Bakterien arbeitete, wihrend in den vorgelegten Experimenten Antibiotika-
lysierte Pneumokokken verwendet wurden. Die Lyse sollte garantieren, dass die
Bakterienkonzentrationen bei den Stimulationen in unterschiedlichen Zellkultur-
Systemen vergleichbar sind; mogliche Effekte der Zellkultur-Systeme auf das bakterielle
Wachstum wiren infolge des Einsatzes bereits lysierter Bakterien ohne Bedeutung. Ein
weiterer Effekt der Lyse ist die damit einhergehende Freisetzung groBer PAMP-Mengen,
wie z.B. des Toxins PLY oder von Lipoproteinen der Zellmembran (Spreer et al., 2003;
Stucki et al., 2007). Dadurch konnte die stimulatorische Wirkung der lysierten Bakterien
grofer sein als die der entsprechenden Menge an lebenden Bakterien.

Eine weitere Erklarung fiir die unterschiedlichen Befunde konnte sein, dass sich lebende
Bakterien wéhrend der Stimulationsdauer im Zellkulturmedium stark vermehren. Dies
konnte zu einem erheblichen Anstieg der Bakterienzahl fithren, was wiederum mit einem
hohen Verbrauch an Nahrstoffen einhergeht. Der daraus resultierende Nahrstoffmangel
konnte die meningealen Zellen indirekt schiddigen und so zu deren Absterben beitragen.
Dieser Zelluntergang konnte eine mogliche Erkldrung dafiir sein, warum in der Studie
von Fowler et al. (2004) keine Zytokinfreisetzung nachweisbar war.

Im Gegensatz zu meningealen Zellen konnte in Zellkulturiiberstanden von in Monokultur
stimulierten THP-1-Makrophagen in den vorgelegten Untersuchungen kein IL-6
detektiert werden; alle Messwerte lagen unterhalb der Nachweisgrenze von 10 pg/ml.

Diese Ergebnisse widersprechen fritheren Untersuchungen zu THP-1-Monozyten, die
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nach Stimulation mit Pneumokokken eine Produktion von IL-6 beobachteten (Cauwels
et al., 1997; Nagai et al., 2018; Ren et al., 2019). Die Differenzen konnten sich einerseits
durch den Einsatz unterschiedlicher Pneumokokkenpriparationen, d.h. lebender
Pneumokokken bzw. P/S-lysierter Pneumokokken, und Pneumokokkenstdmme,
andererseits durch die Verwendung verschiedener Differenzierungsprotokolle fiir die

THP-1-Zelllinie erkldren (Liu et al., 2023; Mohd Yasin et al., 2022; Pinto et al., 2021).

5.2 Die Modulation der Aktivitit meningealer Zellen durch
Makrophagen

Es ist bekannt, dass verschiedene Subpopulationen von peripheren Fibroblasten in Ko-
Kultur mit Makrophagen bzw. Monozyten verstirkt proinflammatorische Zytokine
produzieren (Chen et al., 1998; Holt et al., 2010; Lind et al., 1998; Ma et al., 2012;
Watanabe et al.,, 2017). Dagegen liegen bisher keine Erkenntnisse tiiber das
Interaktionsverhalten von meningealen Zellen und Monozyten bzw. Makrophagen vor.
In der vorliegenden Studie wurde erstmalig die Modulation der Zytokinproduktion
meningealer Zellen durch Makrophagen bzw. Monozyten genauer analysiert.

In zellkulturellen Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass eine Ko-Kultivierung
muriner peritonealer Makrophagen mit kardialen Fibroblasten zu einer mehr als zehnfach
hoheren IL-6-Produktion als die jeweiligen Monokulturen fiihrte (Ma et al., 2012).
Wurden anstelle von Wildtyp (WT)-Fibroblasten IL-6-defiziente Zellen verwendet, war
der Anstieg der IL-6-Expression nicht nachweisbar, wahrend die Ko-Kultivierung von
IL-6-defizienten Makrophagen mit WT-Fibroblasten mit einer IL-6-Expression
einherging, die derjenigen bei ausschlieBlicher Ko-Kultur beider WT-Zellen dhnelte (Ma
et al., 2012). Diese Befunde sprechen dafiir, dass IL-6 vorwiegend von Fibroblasten
gebildet und diese Aktivitit der Fibroblasten durch benachbarte Makrophagen moduliert
wird. Dieser Befund wird durch in-vitro-Untersuchungen zur Zytokinregulation bei der
rheumatoiden Arthritis gestiitzt, bei denen eine Ko-Kultivierung synovialer Fibroblasten
mit zu Monozyten ausdifferenzierten U937-Zellen auch ohne zusétzliche Stimulation mit
einer im Vergleich zur Fibroblasten-Monokultur signifikant erhéhten IL-6-Produktion
einherging (Chen et al., 1998). Andere Zytokine wie IL-1p und TNF-a konnten weder in
den Uberstinden der Ko-Kulturen noch der Fibroblasten-Monokulturen nachgewiesen
werden (Chen et al., 1998). Im Gegensatz dazu berichteten Watanabe et al. (2017), dass

eine Ko-Kultivierung synovialer Fibroblasten mit CD14-positiven PBMC zu einer
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vermehrten Expression von IL-6, aber auch IL-1f und IL-8 fiihrte. Entsprechend dieser
Studie konnte in den vorgelegten Untersuchungen gezeigt werden, dass meningeale
Fibroblasten, in diesem Fall HMC, in Ko-Kultur mit THP-1-Makrophagen bereits unter
Kontrollbedingungen signifikant hohere Konzentrationen des Zytokins IL-6, aber auch
weiterer Faktoren wie IL-8 oder CCL2 als die entsprechenden Monokulturen in den
Zellkulturiiberstand freisetzten. Kurz zusammengefasst ldsst sich aus den hier
beschriebenen Befunden die Hypothese ableiten, dass Makrophagen den
Grundaktivititszustand von Fibroblasten verdndern konnen, vermehrt Zytokine wie IL-6
zu produzieren.

In den genannten Studien zu den Interaktionen von Makrophagen und Fibroblasten
fanden ausschlieBlich direkte Ko-Kultur-Modelle Anwendung, die keine Riickschliisse
auf die Mechanismen der Kommunikation zwischen den Zellen erlauben. Lind et al.
(1998) berichteten erstmals Befunde aus einem indirekten Ko-Kultur-Modell: Wurden
humane dermale Fibroblasten und Makrophagen in getrennten Kompartimenten mittels
Polycarbonat-Membraneinsédtzen kultiviert, zeigte sich bei einem Makrophagen-
Fibroblasten-Verhiltnis von 1:2 eine vierfache und bei einem Verhéltnis von 5:1 eine
etwa zehnfache Steigerung der IL-6-Produktion im Vergleich zur Fibroblasten-
Monokultur (Lind et al., 1998). Auch mit konditioniertem Makrophagen-Medium wurde
bereits in der Vergangenheit gearbeitet (Holt et al., 2010). Die Arbeitsgruppe um Holt et
al. konnte zeigen, dass die Anzucht von NIH3T3-Fibroblasten in konditioniertem
Makrophagenmedium von RAW 264.7-Zellen mit einer signifikanten Hochregulierung
der Zytokine IL-6, TNF, CCL2, CCL3 und CCL4 einherging (Holt et al., 2010).

Die Befunde dieser Studien stimmen mit den hier vorgelegten Beobachtungen iiberein
und lassen vermuten, dass die Modulation der Aktivitit der Fibroblasten durch
Makrophagen vorwiegend tiber 19sliche Botenstoffe vermittelt wird. Der Befund, dass
die stimulatorische Wirkung bei direktem Kontakt zwischen Fibroblasten und
Makrophagen stirker ausgeprégt ist als in einer indirekten Ko-Kultur, kdnnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass die Zellkommunikation bei Verwendung von Filtersystemen
weniger effizient verlduft. Dies konnte zum einen daran liegen, dass nur ein Teil der
freigesetzten Botenstoffe mit den Fibroblasten interagiert, wahrend der iibrige Anteil im
oberen Kompartiment verbleibt und nicht durch die Filtermembran zu den Fibroblasten

gelangt. Zum anderen ist es moglich, dass Botenstoffe im konditionierten Medium vor
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der Verwendung in den Ko-Kulturversuchen zum Teil neutralisiert oder gar abgebaut
werden.

Ko-Kultur-Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten ferner, dass die Produktion von
Zytokinen wie IL-6 von Fibroblasten sowie Endothelzellen bei gemeinsamer
Kultivierung mit Makrophagen durch exogene Stimuli, wie phagozytierbare Partikel,
Lipopolysaccharide sowie Bakterien (Streptococcus suis), weiter signifikant gesteigert
werden kann (Lind et al., 1998; Tanabe & Grenier, 2009; Yang et al., 2023). In
Ubereinstimmung mit diesen Studien wurde beobachtet, dass sowohl im direkten als auch
im indirekten Ko-Kultur-Modell die Stimulation mit Pneumokokken zu einer weiteren,
deutlichen Steigerung der Zytokinproduktion durch meningeale Fibroblasten fiihrte
(Referenzwerte s. Kapitel 4.1.1). Gleiche Befunde lieferten Experimente mit
konditionierten Medien, da die Behandlung meningealer Fibroblasten mit Uberstanden
bakteriell stimulierter Makrophagen eine betrichtliche Erh6hung der IL-6-Produktion im
Vergleich zu entsprechenden Kontrollmedien bewirkte. Diese Ergebnisse stiitzen die
Hypothese, dass Makrophagen die Prisenz von Pneumokokken detektieren, in der Folge
aktiviert werden und Botenstoffe freisetzen, die wiederum die Zytokinproduktion

meningealer Zellen in der Nachbarschaft steigern kdnnen.

5.3 Die Rolle des IL-1p bei der Modulation meningealer Zellen durch
Makrophagen

Frithere Studien haben gezeigt, dass meningeale Zellen das Zytokin IL-6 produzieren
konnen, wenn sie mit Zytokinen, darunter IL-18 und IL-4, stimuliert werden (Boyle-
Walsh et al., 1994; Wieseler-Frank et al., 2007, Wu et al., 2005). Das
proinflammatorische Zytokin IL-1B gilt iiberdies als potenter Induktor der IL-6-
Produktion in verschiedenen peripheren Fibroblasten-Subpopulationen (Content et al.,
1985; Kitanaka et al., 2019; Ogura et al., 2002; Van Damme et al., 1987).

In Untersuchungen an verschiedenen Meningeom-Zelllinien beobachteten Boyle-Walsh
et al. (1994), dass eine Stimulation mit IL-1f die IL-6-Produktion dieser Zellen um das
10-fache steigern kann. Diese Befunde werden von den Ergebnissen aus der
Arbeitsgruppe von Shimodaira et al. (2018) bekriftigt. Die Arbeitsgruppe untersuchte die
Expression von Osteopontin (OPN) in einem Ko-Kultur-Modell von priméren
Fibroblasten der Lunge (NHLF) und THP-1-Makrophagen. Dabei stellten sie fest, dass

eine Stimulation mit IL-1f zu einer vermehrten Expression von IL-6 und konsekutiv zur
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Hochregulierung der Osteopontin-Produktion in den Fibroblasten fiihrte (Shimodaira et
al., 2018).

Aufgrund dieser Befunde ergab sich die Fragestellung, ob IL-1p fiir die Modulation der
Aktivitdt meningealer Zellen verantwortlich sein konnte und welche Signalwege die IL-
1B-Freisetzung von Makrophagen bei einer Exposition mit Pneumokokken regulieren.
Untersuchungen zur thermischen Stabilitit von IL-1fB in wéssrigen Ldsungen bei
Temperaturen zwischen 5 °C und 60 °C zeigten, dass Temperaturen {iber 39 °C eine
funktionelle Inaktivierung und Degradation von IL-1f verursachen (Gu et al., 1991). Die
molekulare Masse von IL-1f wurde erstmals in den 1980er Jahren von Auron et al. (1984)
bestimmt. Die Arbeitsgruppe identifizierte und charakterisierte die cDNA fiir das humane
IL-1B-Vorlduferprotein, das eine Molekiilmasse von etwa 31 kDa aufweist, wahrend die
aktive, proteolytisch gespaltene Form von IL-1f eine Molekiilmasse von ungefahr 17 kDa
besitzt (Auron et al., 1984). Die vorgelegten Untersuchungen zur Thermostabilitidt und
GroBeneingrenzung an konditionierten Medien zeigten, dass die Botenstoffe, die von
Makrophagen freigesetzt werden und die Aktivititsinderung meningealer Zellen
vermitteln, hitzelabil sind und eine Grof3e zwischen 3 kDa und 50 kDa aufweisen. Diese
Daten stiitzen die Hypothese, dass ein oder mehrere Zytokine fiir dieses Phdnomen
verantwortlich sind.

Toll-like-Rezeptoren (TLR ‘s) spielen eine zentrale Rolle bei der Erkennung mikrobieller
Pathogene, wobei TLR2 entscheidend fiir die spezifische Erkennung von Lipoproteinen
Gram-positiver Bakterien wie Streptococcus pneumoniae ist, was zur Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs und in der Folge zur Produktion entziindungsfordernder Zytokine
fiihrt, die bei der Steuerung der Immunabwehr eine bedeutende Rolle spielen (Tomlinson
et al., 2014). In frilheren Studien konnte von unserer Arbeitsgruppe, aber auch von
anderen Arbeitsgruppen im Mausmodell der Pneumokokken-Meningitis gezeigt werden,
dass eine TLR2-Defizienz in einer verminderten Produktion des proinflammatorischen
Zytokins IL-1B resultierte (Klein et al., 2008; Koedel et al., 2003; Too et al., 2019).
Weiterhin wiesen TLR2-defiziente Méduse im Krankheitsmodell der Pneumokokken-
Meningitis ein schlechteres klinisches Ergebnis als WT-Mause auf, bedingt durch eine
hohere Bakterienlast und schwerere intrakranielle Komplikationen (Bohland et al., 2016;
Echchannaoui et al., 2002; Koedel et al., 2003). In den vorliegenden Untersuchungen
konnte in Einklang mit der Literatur eine verminderte IL-1B-Produktion TLR2-

defizienter gegeniiber WT-THP-1-Makrophagen bei Stimulation mit Pneumokokken
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beobachtet werden. Ebenso wurde bei TLR2-defizienten Makrophagen festgestellt, dass
die Verminderung der IL-1B-Freisetzung mit einer reduzierten Aktivierung meningealer
Zellen, d.h. einer geringeren Zytokinproduktion, einherging. Die Befunde lieen eine
zentrale Rolle von TLR2 in der Erkennung des Pathogens Streptococcus pneumoniae
durch THP-1-Makrophagen und in der nachfolgenden Aktivierung meningealer Zellen
vermuten. Im Weiteren sollten deshalb die molekulare Prozesse identifiziert werden, die
der TLR2-vermittelten IL-1B-Produktion in Makrophagen und der damit assoziierten
Modulation der meningealen Zellaktivitdt zugrunde liegen.

Die Freisetzung des Zytokins IL-1B durch Immunzellen erfolgt in einem zweistufigen
Prozess: Nach der Erkennung des Pathogens durch TLR s (z.B. TLR2), die eine NF-kB-
abhingige  Synthese @ des  IL-1B-Vorldufers  pro-IL-1f  auslésen,  sind
Multiproteinkomplexe, bei bakteriellen Infektionen hiufig das NOD-, LRR- and pyrin
domain-containing protein 3 (NLRP3)-Inflammasom mit dem zugehorigen
Adapterprotein Apoptosis-Associated Speck-like Protein containing a CARD (ASC),
entscheidend fiir die Prozessierung und Aktivierung des Vorlduferproteins durch
Caspasen (Bauernfeind et al., 2009; Kelley et al., 2019; Ta & Vanaja, 2021). Sowohl die
genetische Depletion als auch die pharmakologische Blockade von Caspase-1 wurde in
Versuchen unserer Arbeitsgruppe mit einer verminderten Produktion von IL-10, einer
geringeren Entziindungsreaktion sowie einem giinstigeren Verlauf einer experimentellen
Pneumokokken-Meningitis in Verbindung gebracht (Koedel, Winkler, et al., 2002).

Die Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der Aktivierung der Caspase-1 war Gegenstand
zahlreicher Studien zu invasiven Pneumokokken-Erkrankungen, die unterschiedliche,
teils widerspriichliche Ergebnisse lieferten (Franchi et al., 2012; Surabhi et al., 2020).
Wihrend Untersuchungen zur Pneumokokken-Infektion des Respirationstraktes eine
hohere Mortalitdt bei ASC- und NLRP3-defizienten Médusen beobachteten und somit eine
protektive Rolle des NLRP3-Inflammasom demonstrierten (Fang et al., 2011; McNeela
et al., 2010; Witzenrath et al., 2011), berichteten andere Studien in Tiermodellen der
Pneumokokken-Pneumonie (van Lieshout et al., 2018) und der Pneumokokken-
Meningitis (Hoegen et al., 2011) gegenteilige Ergebnisse: Im Gegensatz zu den oben
genannten Publikationen berichteten van Lieshout et al. (2018) von einer verbesserten
Infektabwehr, einer eingeschrinkten bakteriellen Dissemination sowie reduzierten
Letalitdit von NLRP3- und ASC-defizienten Mdusen im Vergleich zu entsprechenden

WT-Kontrollen in einem murinen Modell einer letalen Pneumokokken-Pneumonie.
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Ebenso zeigten Hoegen et al. (2011) in einem Mausmodell der Pneumokokken-
Meningitis, dass das Fehlen von Komponenten von NLRP3 und ASC mit einem
giinstigeren klinischen Verlauf und geringeren neuropathologischen Verdanderungen im
Vergleich zu den entsprechenden WT-Tieren verbunden war (Hoegen et al., 2011). In der
Studie wurde zudem durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren demonstriert, dass die
pathologischen Verdnderungen, die von ASC und NLRP3 vermittelt werden, auf die
Freisetzung von IL-1P und IL-18 zuriickzufiihren sind (Hoegen et al., 2011). Diese
Beobachtung wird durch mehrere andere Publikationen gestiitzt, die bei ASC- bzw.
NLRP3-Defizienzen in murinen Makrophagen eine Verminderung der IL-1B-Produktion
und Freisetzung nachwiesen (Fang et al., 2011; Kim et al., 2015; McNeela et al., 2010).

In Ubereinstimmung mit den genannten Studien konnte in der vorgelegten Arbeit gezeigt
werden, dass (a) NLRP3- und ASC-defiziente THP-1-Makrophagen bei einer Stimulation
mit Pneumokokken keine bzw. nur minimale Mengen an IL-1p freisetzen, (b) eine
Behandlung mit Caspase-1- oder NLRP3-Hemmstoffen (VX-765 und MCC950)
ebenfalls zu einer dramatischen Reduktion der Pneumokokken-induzierten IL-1B-
Produktion fiihrt und (c) der Einsatz von Zellkulturiiberstdnden dieser Gen-defizienten-
bzw. Inhibitor-behandelten THP-1-Makrophagen mit einer deutlich reduzierten Zytokin-
bzw. Chemokinproduktion von meningealen Zellen im Ko-Kultur-Modell einhergeht.
Um diesen Befund zu untermauern, wurden weitere Versuchsreihen mit einem IL-1-
Rezeptor-Antagonisten (Anakinra) und einem funktionsblockierenden IL-13-Antikorper
im indirekten Ko-Kultur-Ansatz durchgefiihrt. Durch beide Inhibitionsstrategien konnte
die meningeale IL-6-Produktion deutlich vermindert werden.

Zusammengefasst belegen die vorgelegten Daten, dass das von Makrophagen generierte
IL-1pB hauptverantwortlich fiir die Modulation der Reaktion meningealer Zellen auf eine
Pneumokokken-Stimulation ist. Diese Beobachtung steht, wie zuvor beschrieben, in
Einklang mit den Ergebnissen fritherer Analysen in Zellkultur-Modellen peripherer
Fibroblasten unter Verwendung verschiedener Stimuli. Uberdies konnte in weiteren
Versuchsreihen an zerebralen Perizyten demonstriert werden, dass der Mechanismus
einer IL-1B-abhdngigen Aktivititssteigerung kein Phénomen ist, das speziell fiir
meningeale Zellen, sondern auch fiir andere murale Zellen des ZNS gilt (Teske et al.,
2023).

Die Blockade der Wirkung des IL-1-Rezeptors sowie von loslichem IL-1f konnte ein

vielversprechender Ansatz sein, um die schddigende Wirkung des Zytokins und die
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gravierenden Folgen fiir den Organismus abzumildern. Zwijnenburg et al. argumentierten
allerdings, dass lokal produziertes IL-1f bei der Meningitis eine entscheidende Funktion
fir die Immunabwehr des Wirts gegen Pneumokokken erfiillt, was sie mit ihrer
Beobachtung einer verminderten bakteriellen Eliminierung und Uberlebensrate bei IL-1-
Rezeptor-defizienten Versuchstieren begriindeten (Zwijnenburg et al., 2003). Im
Gegensatz dazu beobachteten Hoegen et al. (2011) eine signifikante Reduktion der
Entziindungsreaktion und der neuropathologischen Verdnderungen sowie eine
Verbesserung des klinischen Verlaufs bei einer Behandlung mit dem IL-1-Rezeptor-
Antagonisten Anakinra im Mausmodell der Pneumokokken-Meningitis (Hoegen et al.,
2011). Ahnliche Befunde wurden von der Arbeitsgruppe von Barichello et al. (2015)
erhoben, da eine Antagonisierung des IL-1-Rezeptors in der frithen Phase einer
Pneumokokken-Meningitis mit einer antiinflammatorischen Wirkung und einer
Reduktion von Gedéchtnisstorungen einherging. Die hier prisentierten Daten kdnnten
Einblicke in den Mechanismus der in den beiden letztgenannten Studien beschriebenen
protektiven Wirkung der IL-1R-Antagonisierung liefern, da die in-vivo-Blockade des IL-
1-Signalwegs die aktivierende Wirkung der Makrophagen auf andere Zellpopulationen
des ZNS (z.B. meningeale Zellen) abdimpfen und dadurch zu einer Reduktion der
Expression von Zytokinen wie IL-6 fithren konnte. Dieser antiinflammatorische Effekt
konnte wiederum der Entwicklung neuropathologischer Verdnderungen, wie
beispielsweise der Entstehung eines Hirnddems und des Anstiegs des intrakraniellen

Drucks, entgegenwirken und so das klinische Ergebnis verbessern (Paul et al., 2003).

5.4 Die Wirkung von Pneumolysin im zeitlichen Verlauf einer Infektion

Von fritheren Untersuchungen war bekannt, dass das Pneumokokken-Toxin Pneumolysin
(PLY) eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auslésen kann (Harvey et al., 2014;
Karmakar et al., 2015; Kim et al., 2015; McNeela et al., 2010; Witzenrath et al., 2011).
Dies konnte in der vorliegenden Arbeit in den entsprechenden Versuchsreihen mit Hilfe
eines Vergleiches der Wirkung von PLY-exprimierenden und -defizienten
Pneumokokken bestitigt werden. So wiesen Uberstiinde von THP-1-Makrophagen, die
fir eine Dauer von 6 Stunden mit PLY-defizienten Pneumokokken stimuliert wurden,
niedrigere IL-1B-Konzentrationen und folglich eine geringere stimulatorische Wirkung
auf meningeale Zellen auf als entsprechende Uberstinde des isogenen, PLY-

exprimierenden Wildtypstamms. Allerdings wurde auch beobachtet, dass dieser
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Wirkungsunterschied bei Uberstinden von THP-1-Makrophagen, die fiir eine Dauer von
24 Stunden mit den oben genannten Pneumokokkenstdmmen exponiert wurden, nicht
mehr nachweisbar war. Parallel dazu fanden sich in den Uberstinden, die nach 24-
stiindiger Pneumokokken-Exposition gewonnen wurden, im Gegensatz zur 6-stiindigen
Stimulation, keine signifikanten Unterschiede in den IL-1B-Werten zwischen den beiden
Pneumokokkenstimmen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Rolle von PLY bei
der Pneumokokken-induzierten Inflammasomaktivierung im Stimulationsverlauf
abnimmt und andere bakterielle Faktoren fiir die IL-1B-Produktion an Bedeutung
gewinnen. Erst kiirzlich wurde berichtet, dass von Pneumokokken-produziertes
Wasserstoffperoxid zur NLRP3-Inflammasomaktivierung und konsekutiven IL-1(3-
Freisetzung aus epithelialen Zellen beitragen kann (Surabhi et al., 2022). Auf die
Bedeutung von oxidativem Stress fiir die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms hatten
bereits frithere Studien hingewiesen. Allerdings lag der Fokus bei diesen Arbeiten stets
auf endogenem Stress, der durch vom Wirtsorganismus produzierte, reaktive
Sauerstoffspezies ausgelost wurde (Bai et al., 2018; Bordt & Polster, 2014; Chen et al.,
2015; Kim et al., 2021; X. Liu et al., 2017; Nunes et al., 2018; Wang et al., 2019).

Ein alternativer Erkldrungsansatz wire, dass PLY entscheidend zur Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms und IL-1B-Produktion beitrdgt, aber auch einen ausgeprigten
Zelluntergang der Makrophagen verursacht (Bewley et al., 2014). Dadurch ndhme die
Anzahl der Makrophagen so weit ab, dass im Zeitintervall von 6 Stunden bis 24 Stunden
nach der Stimulation mit PLY-exprimierenden Bakterien kein weiterer Anstieg der IL-
1B-Werte im Uberstand mehr beobachtet werden kann. In Abwesenheit von PLY kénnten
die Makrophagen ebenfalls IL-1 produzieren, wenn auch nur in einem begrenzten
Umfang. Aufgrund des fehlenden zytotoxischen Effekts von PLY bliebe die
Makrophagen-Population jedoch erhalten und kdnnte weiterhin — wenn auch nur geringer
Menge — IL-1P bilden. Dadurch wiirden sich die IL-1B-Spiegel in den Uberstéinden mit
zunehmender Zeit denen anndhern, die von THP-1-Makrophagen stammen, die mit PLY-
exprimierenden Bakterien stimuliert wurden. Um diese Hypothese zu {iberpriifen,
miissten weitere Versuchsreihen durchgefithrt werden, in denen die Zellzahl der
Makrophagen ebenso wie die Halbwertszeiten von PLY und IL-1f in den Zellkultur-

Modellen analysiert wird.
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5.5 Limitationen

Die in diesem Forschungsvorhaben erhobenen Erkenntnisse weisen einige Limitationen
auf.

Zunichst muss angemerkt werden, dass es sich bei den Untersuchungen um Analysen in
in-vitro-Modellen handelt, die die in-vivo-Situation nur unvollstindig nachbilden
konnen. Da die Pathophysiologie der Pneumokokken-Meningitis von vielen
unterschiedlichen Zellpopulationen beeinflusst wird, ist die Aussagekraft der Modulation
von Makrophagen auf meningeale Zellen unter dieser Limitation zu betrachten. Zudem
ist zu berlicksichtigen, dass die Versuche mit Zellkulturmedien und nicht mit Liquor
cerebrospinalis durchgefiihrt wurden, was die Aussagekraft der Befunde mdglicherweise
einschrianken konnte.

Ferner ist zu beachten, dass keine Untersuchungen mit primédren humanen meningealen
Makrophagen erfolgten, allerdings mit PBMC von freiwilligen Probanden. Die
Experimente demonstrierten, dass PBMC auf eine Exposition mit Pneumokokken, ebenso
wie THP-1-Makrophagen, mit einer IL-1B-Produktion reagieren und folglich die
Aktivitdt der meningealen Zellen modulieren konnen. Diese Befunde sprechen dafiir,
dass die Beobachtungen auf alle Zellpopulationen {iibertragbar sein diirften, die in
Gegenwart von Pneumokokken das Zytokin IL-1 freisetzen.

Auch konnte durch die Antibiotika-vermittelte Lyse der Pneumokokken der Stimulus auf
die Zellen im Modell groBer sein als bei einer kontinuierlichen Infektion des
Subarachnoidalraumes mit lebenden Bakterien.

Weitere Studien zu der IL-1B-vermittelten Steuerung von meningealen Zellen sollten im
Tiermodell durchgefiihrt werden, um Aufschluss iiber die klinische Bedeutung des

untersuchten Phidnomens zu erhalten.

5.6 Ausblick

In der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass Makrophagen einen
modulatorischen Einfluss auf meningeale Zellen und Perizyten im Rahmen einer
Infektion mit Streptococcus pneumoniae ausiiben. Die erhobenen Daten lassen Grund zur
Annahme, dass Interaktionen von verschiedenen Zellpopulationen in der
Pathophysiologie der Pneumokokken-Meningitis eine entscheidende Bedeutung

zukommen.
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In Zukunft sollten die in dieser Arbeit erhobenen Befunde aus der Zellkultur auf das
Tiermodell {ibertragen werden, um insbesondere die Dynamik der Interaktionen genauer
zu betrachten.

Der klinischen Anwendung von Inhibitoren des NLRP3-Inflammasoms oder IL-1-
Rezeptor-Antagonisten sowie IL-1B-Antikdrpern konnte bei der Behandlung der
Pneumokokken-Meningitis in Zukunft ein groBer Stellenwert zukommen. Auf ihre
protektive Wirkung wiesen bereits tierexperimentelle Studien in Tiermodellen der
Pneumokokken-Meningitis hin (Barichello et al., 2015; Hoegen et al., 2011). Weitere
experimentelle Studien, die die klinische Situation prizise replizieren, wéren zweifellos
von Nutzen, bevor eine Translation in die klinische Anwendung in Betracht gezogen

werden kann.
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6 Zusammenfassung

In ersten Untersuchungen zur Interaktion von meningealen Zellen und Makrophagen
stellte unsere Arbeitsgruppe fest, dass Ben-Men-1-Zellen in Ko-Kultur mit THP-1-
Makrophagen bei einer Stimulation mit dem Bakterium Streptococcus pneumoniae
signifikant hohere Interleukin (IL)-6-Mengen in den Zellkulturiiberstand abgeben als in
Monokultur (Ercegovac, 2024). Hingegen konnte in dem Versuchsaufbau keine IL-6-
Produktion von THP-1-Makrophagen festgestellt werden (Ercegovac, 2024).

In der vorliegenden Dissertationsarbeit sollten die Mechanismen der verstdrkten IL-6-
Freisetzung genauer charakterisiert und ihre Ubertragbarkeit auf primire humane

meningeale Zellen gepriift werden.

Mit den vorgelegten zellkulturellen Untersuchungen konnte erstmalig gezeigt werden,
dass THP-1-Makrophagen, aber auch periphere mononukledre Blutzellen, die
Immunreaktion meningealer Zellen auf eine Pneumokokken-Exposition signifikant
beeinflussen. Uberdies konnte demonstriert werden, dass dieser Effekt durch das aus
Immunzellen freigesetzte, proinflammatorische Zytokin IL-1p vermittelt wird. Diese

Aussagen basieren auf den Ergebnissen folgender Experimente:

1. Zellen der Linie Ben-Men-1, die urspriinglich aus meningothelialen Meningeomzellen
1soliert wurden, wurden fiir 24 Stunden in direkter und indirekter Ko-Kultur mit zu
Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen unter Verwendung von Antibiotika-lysierten
Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39)-Bakterien stimuliert. Ben-Men-1-Zellen
wurden dabei auf Poly-L-Lysin-beschichteten Zellkulturoberflichen in speziellem
meningealen Wachstumsmedium kultiviert. Aus ersten Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe, in denen die Expression mehrerer Oberflichenmarker wie Fibronektin
verglichen wurde, war bekannt, dass diese Kultivierungstechnik eine phanotypische
Angleichung der Ben-Men-1-Zellen an primédre meningeale Zellen bewirkt (Ercegovac,
2024). Am Ende der Stimulation wurde der Zellkulturiiberstand entnommen und die
Zytokinproduktion mittels Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantifiziert.
Dabei zeigte sich, dass die vermehrte IL-6-Freisetzung aus Ben-Men-1-Zellen keine
direkte Interaktion von Makrophagen und meningealen Zellen erfordert. Daraus wurde
die Hypothese abgeleitet, dass dieser Effekt von Botenstoffen vermittelt wird, die von
den Makrophagen in den Uberstand freigesetzt werden. Durch Versuche mit

konditioniertem Medium konnte die Hypothese bestétigt werden: Exponierte man Ben-
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Men-1-Zellen mit Uberstinden, die von THP-1-Makrophagen nach einer
Pneumokokken-Exposition gewonnen worden waren, konnte eine signifikant hohere IL-

6-Produktion bei den Ben-Men-1-Zellen beobachtet werden.

2. Um einen ersten Einblick in die biochemischen Eigenschaften der verantwortlichen
Botenstoffe zu bekommen, wurde in weiteren Versuchsreihen konditioniertes Medium
herangezogen, das vorab entweder thermisch (Erwirmung auf 60°C fiir 30 min)
behandelt oder iiber Molekularfilter (< 3kDa und < 50kDa) zentrifugiert worden war.
Diesen Experimenten konnte entnommen werden, dass das gesuchte Molekiil hitzelabil
ist und ein Molekiilmasse zwischen 3 und 50kDa aufweist. Aufgrund dieser Befunde
wurde angenommen, dass es sich bei dem untersuchten Botenstoff um ein oder mehrere

Proteine, vermutlich um ein Zytokin oder Zytokine, handeln konnte.

3. Durch den Einsatz Gen-defizienter THP-1-Makrophagen konnte gezeigt werden, dass
fiir die Erkennung von Streptococcus pneumoniae und die Modulation der Aktivitit
meningealer Zellen, gemessen an der gesteigerten IL-6-Produktion, der
Mustererkennungsrezeptor Toll-like-Rezeptor (TLR) 2, das NOD-, LRR- and pyrin
domain-containing protein 3 (NLRP3)-Inflammasom und das zugehdrige Adapterprotein
Apoptosis-Associated Speck-like Protein containing a CARD (ASC) von entscheidender
Bedeutung sind: Uberstinde stimulierter THP-1-Makrophagen, die eine TLR2-, ASC-
oder NLRP3-Defizienz aufwiesen, induzierten eine im Vergleich zu Uberstinden von
Wildtyp (WT)-THP-1-Makrophagen hochsignifikant reduzierte Freisetzung von IL-6 aus
Ben-Men-1-Zellen. Diese Daten deuteten darauf hin, dass es sich bei dem gesuchten
Botenstoff um ein Produkt des NLRP3-Inflammasoms, wie z.B. das proinflammatorische

Zytokin IL-1p, handeln konnte.

4. Zur Validierung dieser Hypothese wurden in weiteren Versuchsreihen zunichst
selektive pharmakologische Inhibitoren von Caspase-1 (VX-765) und NLRP3 (MCC950)
verwendet. Der Uberstand pharmakologisch behandelter WT-THP-1-Makrophagen wies
eine geringere stimulatorische Wirkung auf Ben-Men-1-Zellen auf als der Uberstand von
THP-1-Makrophagen, die mit den entsprechenden Kontrollsubstanzen behandelt wurden.
In weiteren Versuchsreihen wurden ein IL-1-Rezeptor-Antagonist und ein
funktionsblockierender anti-IL-1B-Antikorper eingesetzt. Wie bei MCC950 und VX-765
fiihrte die Behandlung mit diesen Substanzen zu einer signifikanten Verminderung der

Zytokinproduktion bei den Ben-Men-1-Zellen. Diese Befunde stiitzten die Hypothese,
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dass die Modulation der Aktivitdit von Ben-Men-1-Zellen durch das Zytokin IL-1B

vermittelt wird.

5. In zusitzlichen Untersuchungen im direkten Ko-Kultur-Modell, bei denen zum einen
Ben-Men-1-Zellen zusammen mit WT- bzw. den oben genannten Gen-defizienten THP-
1-Makrophagen kultiviert wurden, zum anderen Ben-Men-1-Zellen und WT-THP-1-
Makrophagen in Ko-Kultur mit dem genannten IL-1-Rezeptor-Antagonist behandelt
wurden, konnte demonstriert werden, dass die Befunde aus dem indirekten Ko-
Kultursystem mit konditioniertem Medium auch im direkten Ko-Kultur-Modell giiltig
sind. So gingen sowohl die Ko-Kulturen mit Gen-defizienten THP-1-Makrophagen als
auch die Behandlung mit einem IL-1-Rezeptor-Antagonisten mit einer signifikanten
Reduktion der IL-6-Menge in den Zellkulturiiberstinden einher. Diese Befunde
unterstrichen die herausragende Rolle von IL-1B bei der Modulation der Ben-Men-1-

Zellaktivitdt im Rahmen einer Pneumokokken-Exposition.

6. Komplettierend wurden vergleichende Untersuchungen mit Pneumolysin-
exprimierenden und -defizienten Pneumokokken angeschlossen: Diese Experimente
zeigten, dass die oben beschriebenen Effekte, zumindest in der Akutphase der Infektion
mit Pneumokokken, von der Gegenwart von Pneumolysin als moglichem NLRP3-

Inflammasom-Aktivator abhéngig sind.

7. Um zu liberpriifen, ob die mit der Ben-Men-1-Zelllinie erhobenen Ergebnisse auch auf
primdre humane meningeale Zellen {ibertragbar sind, wurden in der Folge
Stimulationsversuche mit konditioniertem Medium von THP-1-Makrophagen bei diesen
primdren Zellen durchgefiihrt. Zudem wurden in einer weiteren Versuchsreihe anstelle
der THP-1-Makrophagen periphere mononukledre Blutzellen mit Pneumokokken
behandelt und deren Uberstand zur Stimulation von Ben-Men-1-Zellen verwendet. Diese
Versuchsreihen zeigten, dass sich primédre humane meningeale Zellen dhnlich wie die
initial verwendeten Ben-Men-1-Zellen verhielten. Ebenso wirkten die Uberstinde
peripherer mononukleédrer Blutzellen vergleichbar stimulatorisch auf meningeale Zellen

wie die Uberstinde der THP-1-Makrophagen.

8. Zur Charakterisierung des Zytokin-Spektrums, das von Ben-Men-1-Zellen und
humanen meningealen Zellen nach einer Exposition mit konditioniertem Makrophagen-
Medium freigesetzt wird, wurden Analysen entsprechender Zellkulturiiberstinde mit

Hilfe kommerzieller Zytokin-Antikorper-Arrays durchgefiihrt. Diese Untersuchungen
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deuteten darauf hin, dass Ben-Men-1-Zellen neben IL-6 vermehrt das Chemokin CC-
Chemokin-Ligand (CCL) 2 und den Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierenden
Faktor (GM-CSF) produzieren, wihrend humane meningeale Zellen - zusitzlich zu IL-6
- groBBere Mengen an CCL2, C-X-C Motif Chemokine Ligand (CXCL) 1, IL-8 sowie den
Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) als die entsprechenden
Kontrollgruppen in den Uberstand freisetzen. Zur Validierung dieser Beobachtungen
wurden im Anschluss die Proben mit CCL2- und IL-8-ELISA-Kits untersucht. Die
ELISA-Messungen bestitigten die Proteinarray-Befunde und stiitzen die Annahme, dass
die Makrophagen nicht ausschlieBlich die IL-6-Produktion der meningealen Zellen,

sondern auch die Produktion weiterer Zytokine und Chemokine regulieren.

9. In abschlieBenden Versuchsreihen wurde der Frage nachgegangen, ob Makrophagen
auch auf die Aktivitit anderer Zellpopulationen des leptomeningealen Raumes einen
modulatorischen Effekt ausiiben konnen. Fiir diese Versuche wurden murale Zellen in
Form von priméren humanen Perizyten verwendet. Die Untersuchungen demonstrierten,
dass auch die Aktivitét der Perizyten, dhnlich wie die der meningealen Zellen, durch das

von Makrophagen freigesetzte IL-1[3 signifikant gesteigert wird.

Die Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit legen in der Gesamtheit nahe, dass meningeale
Zellen bei der Erkennung der Pneumokokken gegeniiber den Makrophagen eine
untergeordnete Rolle spielen. Sie implizieren jedoch, dass die meningealen Zellen nach
Erkennung des Pathogens durch Makrophagen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr
durch Produktion zahlreicher Zytokine und Chemokine einnehmen. Damit scheinen sie
entscheidend zur Entstehung der ausgeprigten Entziindungsreaktion im

leptomeningealen Raum beizutragen.

Die hier gewonnen Erkenntnisse sprechen dafiir, dass in Zukunft ein besonderes
Augenmerk auf die Interaktionen unterschiedlicher Zellpopulationen in der weiteren

Erforschung der Pneumokokken-Meningitis gerichtet werden sollte.

Die zentralen Befunde der vorgelegten zellkulturellen Versuche sollen in Abbildung 28

anschaulich gemacht werden.

85



7 Summary

Initial studies on the interaction of meningeal cells and macrophages performed by our
research group have shown that Ben-Men-1 cells, when co-cultured with macrophages,
release significantly higher amounts of IL-6 into the cell culture supernatant when
stimulated with the bacterium Streptococcus pneumoniae than in monoculture
(Ercegovac, 2024). However, no IL-6 production of macrophages could be detected in
the experimental setup (Ercegovac, 2024).

The aim of this dissertation was to characterize the mechanisms underlying enhanced IL-
6-production in more detail and to evaluate their transferability to primary human
meningeal cells.

The cell culture studies presented here were the first to show, that THP-1 macrophages
as well as peripheral blood mononuclear cells significantly influence the immune
response of meningeal cells upon exposure to pneumococci. Furthermore, it was
demonstrated that this effect is mediated by the pro-inflammatory cytokine IL-1p,
released from immune cells. These conclusions are based on the results of the following

experiments:

1. Ben-Men-1 cells, originally isolated from meningothelial meningioma-cells, were
stimulated for 24 hours in direct and indirect co-culture with THP-1 cells differentiated
into macrophages using antibiotic-lyzed Streptococcus pneumoniae serotype 2 (D39)
bacteria. Ben-Men-1 cells were cultivated on poly-L-lysine-coated cell culture surfaces
in special meningeal growth medium. Previous studies by our research group
demonstrated that this cultivation technique causes a phenotypic alignment of Ben-Men-
1 cells with primary meningeal cells, based on the expression of established fibroblast
markers like fibronectin (Ercegovac, 2024). Following stimulation, the cell culture
supernatants were collected, and cytokine production was quantified using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). These experiments showed that the increased
release of IL-6 from Ben-Men-1 cells does not require direct interaction between
macrophages and meningeal cells. This led to the hypothesis that this effect is mediated
by soluble messenger molecules released into the supernatants by macrophages. The
hypothesis was confirmed by experiments using conditioned media: exposure of Ben-
Men-1 cells to supernatants from THP-1 macrophages exposed to pneumococci resulted

in a significantly higher production of IL-6 from Ben-Men-1.
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2. In order to gain an initial insight into the biochemical properties of the responsible
messenger molecules, conditioned media was either subjected to heat treatment (heated
to 60°C for 30 min) or ultrafiltration through molecular filters (< 3kDa and < 50kDa).
These experiments revealed that the molecule in question is heat-sensitive and has a
molecular weight between 3 and 50kDa. Based on the findings, it was assumed that the

messenger substance is a protein, presumably a cytokine (or cytokines).

3. By using gene-deficient THP-1 macrophages, it was shown that the pattern recognition
receptor toll-like receptor (TLR) 2, NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
(NLRP3) inflammasome, and its associated adapter-protein apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD (ASC) are crucial for the recognition of Streptococcus
pneumoniae and the modulation of meningeal cell activity, as indicated by increased
production of IL-6. Supernatants from stimulated THP-1 macrophages that exhibit TLR2,
ASC or NLRP3 deficiencies induced a significantly lower release of IL-6 from Ben-Men-
1 cells compared to supernatants of wild type (WT) THP-1 macrophages. These findings
suggested that the molecule in question could be a product of the NRLP3 inflammasome,

such as the proinflammatory cytokine IL-1p.

4. To validate this hypothesis, further experiments were conducted using selective
pharmacological inhibitors of caspase-1 (VX-765) and NLRP3 (MCC950). Supernatants
from pharmacologically treated WT THP-1 macrophages showed a lower stimulatory
effect on Ben-Men-1 cells than supernatants from macrophages treated with the
corresponding control substances. Additional experiments using an IL-1 receptor
antagonist and a function-blocking antibody of IL-1p showed that treatment with these
substances also led to significant reduction in cytokine production from Ben-Men-1 cells.
These findings confirm the hypothesis that IL-1 is crucial for the modulation of Ben-
Men-1 activity.

5. In additional experiments using the direct co-culture model, in which Ben-Men-1 cells
were co-cultured either with WT or the above-mentioned gene-deficient THP-1
macrophages, or with WT THP-1 macrophages treated with the mentioned IL-1 receptor
antagonist, it was demonstrated that the findings from the indirect co-culture model with
conditioned media are also valid in the direct co-culture model. Both co-culture with
gene-deficient THP-1 macrophages and the treatment with an IL-1 receptor antagonist

were associated with a significant reduction of IL-6 in the cell culture supernatants. These
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findings emphasized the crucial role of IL-1f in the modulation of Ben-Men-1 activity

during exposure to pneumococci.

6. Complementary experiments compared pneumolysin-expressing and pneumolysin-
deficient pneumococcal strains. These experiments showed that, at least in the acute phase
of pneumococcal stimulation, the above-described effects depend on the presence of

pneumolysin as a possible activator of the NRLP3 inflammasome.

7. To verify whether the results obtained with Ben-Men-1 cells are applicable to primary
human meningeal cells, stimulation experiments with conditioned media from THP-1
macrophages were subsequently conducted. Additionally, in separate series of
experiments, instead of THP-1 macrophages, peripheral blood mononuclear cells were
exposed to pneumococci, and their supernatants were used to stimulate Ben-Men-1 cells.
These experiments revealed that primary human meningeal cells exhibit a similar
response to that of Ben-Men-1 cells. Moreover, supernatants from peripheral blood
mononuclear cells induced a comparable stimulatory effect on meningeal cells as those

from THP-1 macrophages.

8. To characterize the cytokine spectrum released from Ben-Men-1 cells and human
meningeal cells after exposure to conditioned media from macrophages, analyses of the
corresponding cell culture supernatants were performed using commercial cytokine
antibody arrays. These analyses suggested that Ben-Men-1 cells produce increased
amounts of the CC-chemokine ligand (CCL) 2 and the granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) in addition to IL-6, while human meningeal cells release
increased amounts of CCL2, the (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1), IL-8, as well as the
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) into the supernatant as compared to the
respective controls. These observations were validated using ELISA for CCL2 and IL-8.
The ELISA measurements confirm the results of the protein array and support the
assumption that macrophages not only regulate the IL-6 production of meningeal cells,

but also the production of additional cytokines and chemokines.

9. In final experiments, the question was addressed whether macrophages also exert a
modulatory effect on the activity of other cell populations of the leptomeningeal space.
For these experiments, mural cells were used in the form of primary human pericytes.
These investigations demonstrated that also the activity of pericytes, similar to that of

meningeal cells, is significantly enhanced by IL-1[ released by macrophages.
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The results of this dissertation indicate that, overall, meningeal cells play a subordinate
role in the recognition of pneumococci compared to macrophages. However, they imply
that meningeal cells, after recognizing the pathogen through macrophages, play an
important role in the immune response by producing numerous cytokines and
chemokines. Thus, they appear to be crucial in contributing to the development of the

pronounced inflammatory reaction in the leptomeningeal space.

The findings obtained here suggest that, in future research on pneumococcal meningitis,

special attention should be given to the interactions between different cell populations.

The key findings of the presented cell culture experiments are illustrated in the following

figure (Figure 28).
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Interaktion von Makrophagen und

meningealen Zellen bzw. Perizyten bei der Aktivierung der Immunreaktion auf eine

Infektion mit Streptococcus pneumoniae. Abkiirzungen s. Abkiirzungsverzeichnis.

Figure 28: Graphical representation of the interaction between macrophages and
meningeal cells or pericytes in the activation of the immune response to an infection with

Streptococcus pneumoniae. For abbreviations, see the list of abbreviations.
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