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Wichtiger Hinweis:

Die Erkenntnisse in der Medizin unterliegen durch Forschung und klinische Erfahrung
einem laufenden Wandel, insbesondere was medizinische Behandlung und
medikamentdse Therapie anbelangt. In dieser Arbeit wurde grofdte Sorgfalt darauf
verwendet, dem derzeitigen Wissensstand zu entsprechen. Das entbindet den Leser aber
nicht von der Verpflichtung, die aktuellen Erkenntnisse zu Uberprifen und seine Therapie
in eigener Verantwortung zu treffen.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Yersinia

1.1.1 Definition

Der Name der Gattung Yersinia ist auf den Schweizer Bakteriologen Alexandre Yersin
zurtckzufihren, der 1894 mit Beginn der 3. Pestpandemie den ursachlichen Erreger in
Hongkong identifizierte (Winkle, 1997). Die ubiquitar vorkommenden Yersinien sind
pleomorphe, gramnegative, fakultativ anaerobe Stabchenbakterien und werden der
Familie  Enterobacteriaceae @ zugeordnet (Frederikson, 1964). Die optimale
Wachstumstemperatur liegt bei 28°C, eine Erregervermehrung ist aber in dem breiten
Temperaturspektrum von -2°C bis 45°C maoglich.

Zu den drei humanpathogenen Yersinien (Brenner, 1979) gehdren neben dem
Pesterreger, Y. pestis, die enteropathogenen Erreger Y. pseudotuberculosis und Y.

enterocolitica (Knapp, 1988).
1.1.2 Y. pestis

Die Pest ist eine Anthropozoonose und wird in der Regel durch Fléhe von infizierten
Nagetieren auf den Menschen Ubertragen. In der Geschichte der Menschheit wurden drei
grolde Pestpandemien beschrieben: Die Justinianische Pest im Rémischen Reich des 6.
Jahrhunderts, der ,Schwarze Tod“ in Europa im 14. Jahrhundert, sowie die 3. Pandemie in
Zentralasien, der im 19. Jahrhundert ca. 12 Millionen Menschen zum Opfer fielen. Als
ursachlichen Erreger identifizierte der Bakteriologe Alexandre Yersin Y. pestis erstmals
wahrend der 3. Pestpandemie in Hongkong. Aus den Beulen von Pestleichen konnte er
den Pesterreger anzichten und die Eigenschaften dieses Gram-negativen Bakteriums
beschreiben (Raoult, 2002; Wood, 2003; Twigg, 2003; Prentice, 2004).

Das Hauptreservoir von Y. pestis bilden chronisch infizierte Wildnagetiere, wobei die
Bakterienubertragung von Wirt zu Wirt Uber Flohe erfolgt. Analog kommt es zur Infektion
von Menschen uber infizierte Rattenpopulationen (Heesemann et al. 2001). Nach Eintritt
uber die Bissstelle vermehren sich die Erreger in den regionalen Lymphknoten, bis es

nach einer Inkubationszeit von 2-10 Tagen in 80-90% der Falle zum haufigsten
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Krankheitsbild, der Beulenpest, kommt. Das klinische Bild aulRert sich in Fieber, Kopf- und
Gliederschmerzen. Durch die Ausbildung der schmerzhaft geschwollenen und livide
verfarbten Lymphknoten in den Leisten, am Hals und in den Achselhdhlen entsteht das
charakteristische Erscheinungsbild der Beulenpest. Diese zerfallen im Verlauf der
Erkrankung nekrotisch.

Durch Erregerstreuung kommt es in 25-50% der Falle zu einer Pestsepsis mit meist
letalem Ausgang. Die typischen Symptome entsprechen den klassischen Sepsisbefunden
mit Fieber, Schuttelfrost, Kopfschmerzen, allgemeinem Unwohlsein und Verwirrtheit. Im
weiteren Verlauf kommt es zu grof¥flachigen Haut- und Organblutungen bis hin zu
Organversagen und Schock.

Ebenso kann sich durch die Bakteriamie das Krankheitsbild der Lungenpest entwickeln,
die bei nahezu allen nicht-immunen Kontaktpersonen zu einer Pestpneumonie mit den
klassischen Symptomen Atemnot und Husten mit blutig-serésem Auswurf fuhrt. Aufgrund
der mdglichen Trépfcheninfektion ist diese hochkontagids fur Kontaktpersonen. Durch die
Entwicklung eines Lungenddems mit nachfolgendem Kreislaufversagen wird die
Lungenpest fur den Patienten zu einem lebensbedrohlichen Zustand.

Zum mikrobiologischen Nachweis erfolgt die Anzucht unter L3-Sicherheitsbedingungen
aus Blut bzw. Beulenaspirat. Durch Farbung nach Wayson stellen sich die gramnegativen
Erreger als bipolare Stabchen mit sicherheitsnadelformigem Aussehen dar. Eine
Nachweissicherung kann ebenso mittels immunologischen Methoden oder durch PCR
erfolgen (Heesemann, 2001).

Die Therapie besteht in einer frihzeitigen, hochdosierten Antibiose, wobei Streptomycin
und Tetrazyklin die Mittel erster Wahl darstellen. Weitere wirksame Antibiotika sind
Chloramphenicol und Sulfadiazin. Aufgrund des guten Ansprechens auf die Therapie
konnte die Letalitat auf 10-14% gesenkt werden.

Trotz der therapeutischen Maoglichkeiten kommt es jahrlich zu ca. 2000 Ausbrichen
weltweit mit haufig letalem Ausgang. Die letzte groRere Epidemie fand 1994 in Surat,
Indien, statt. Weitere bekannte Ausbruchsgebiete der jungeren Zeit waren 2003 in Oran,
Algerien, 2004 in Turkmenistan und Usbekistan, sowie zuletzt 2005 und 2006 in der
Demokratischen Republik Kongo. Das Auftreten korreliert stark mit der geographischen
Verteilung des naturlichen Reservoirs von Wildnagetieren fur Y. pestis.

Bis vor wenigen Jahren war die Pest einer Antibiotikatherapie gut zuganglich. Auf
Madagaskar werden jedoch zunehmend Pesterreger mit Multiresistenzplasmid isoliert. In

Europa spielt die Pest augenblicklich keine Rolle; zudem sind in Europa keine infizierten
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Tierpopulationen bekannt. Dennoch kam die Pest wegen des potenziellen Einsatzes von
Y. pestis als bioterroristische Waffe wieder ins Gesprach (Rissmann, 2003). Die
Anwendung eines Aerosols von antibiotikaresistenten Yersinien als Biowaffe ist denkbar.
Daher wird der Pesterreger von der Weltgesundheitsorganisation zu einem von zwolf

gefahrlichen biologischen Kampfstoffen gezahlt.

1.1.3 Humane Yersiniose - Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis

Die enteropathogenen Yersinien, Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis, sind trotz
rucklaufiger Meldeinzidenz nach Salmonella und Campylobacter spp. die dritthaufigste
Ursache fur bakterielle Enteritiden. Im Jahre 2005 wurden 5624 Falle an das RKI
gemeldet. Die Inzidenz in Deutschland betrug 6,8 Erkrankungen pro 100000 Einwohner
(Epid.Bull. Des RKI Nr.41, Okt. 2006).

Y. enterocolitica tritt weltweit auf und konnte erstmals 1938 von Schleifstein und Coleman
aus granulomatésen Hautlasionen von erkrankten Personen isoliert werden (Schleifstein
u. Coleman, 1939). Aufgrund verschiedener LPS-Seitenketten an der Oberflache lasst sich
Y. enterocolitica in 18 O-Serotypen einteilen. In Europa ist die Serogruppe O:3 mit 80%
haufigster Infektionsausléser. In USA dagegen dominierte bis vor wenigen Jahren die
Serogruppe O:8, deren Haufigkeit inzwischen vom Serotyp O:3 abgelost wurde (Aleksic u.
Bokemuhl, 1990).

Schlacht- und Wildschweine sind haufig mit Y. enterocolitica besiedelt und bilden die
Hauptinfektionsquelle durch den Verzehr von kontaminiertem Schweinefleisch. Zusatzliche
Gefahren gehen von fakal verunreinigtem Trinkwasser und Milch aus. Da sich Yersinien
auch bei 4°C vermehren koénnen, stellen gekihlte Lebensmittel und kontaminierte
Blutprodukte potentzielle Erregerherde dar (Bottone 1997 u. 1999; Aleksic u. Bokemduhl,
1990; Cover u. Aber, 1989).

Die Inkubationszeit einer Yersiniose betragt 7-10 Tage. Die Symptomatik zeigt sich in
einer akuten Enteritis mit wassrigem Durchfall und kolikartigem abdominalen Schmerz,
Ubelkeit, Erbrechen und Fieber. Des Weiteren kann es zu einer Pseudoappendizitis, lleitis
(Pseudo-Crohn) und Enterokolitis kommen (Bottone, 1997; Hoogkamp-Kostanje u. de
Koning, 1990). Durch den in der Regel selbstlimitierenden Verlauf ist die Prognose gut. In
seltenen Fallen kommt es vor allem bei immundefizienten bzw. immunsupprimierten
Patienten zu einer hamatogenen Streuung mit Abszessbildung in Milz und Leber. Bei

dieser septischen Verlaufsform besteht eine hohe Letalitdt. Als Folge einer
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Yersinieninfektion kénnen vor allem bei Tragern des Gens HLA-B27 sekundar
extraintestinale Erkrankungen wie Erythema nodosum, reaktive Athritiden und Uveitis
auftreten (Winblad, 1969; Dequeker et al., 1980).

Die Diagnostik erfolgt durch Erregeranzucht aus Blutkultur, Abszesspunktat oder
Stuhlproben auf Cefsulodin-Irgarsan-Novobiocin-(CIN) Agar. Weitere diagnostische
Méglichkeiten zum Nachweis stellen ELISA, Agglutination und Immunoblot dar.

Eine antimikrobielle Therapie ist nur bei septischen Verlaufsformen notwendig. Antibiotika
der ersten Wahl sind Tetrazykline, Aminoglykoside, Ureidopenicilline, Gyrasehemmer und

Cephalosporine der dritten Generation.

1.1.4 Virulenzfaktoren

Obwohl der Pesterreger Y. pestis und die enteropathogenen Erreger Y. enterocolitica und
Y. pseudoduberculosis unterschiedliche Uberlebensstrategien besitzen, benutzen sie doch
ahnliche Pathogenitatsmechanismen, um die Immunabwehr des Wirtes zu umgehen
(Brubaker, 2003, Cornelis et al., 2002). Wahrend sich Y. pestis schnell im Organismus
vermehrt, um Uber das Blut von FIéhen aufgenommen und auf weitere Wirte Ubertragen zu
werden, profitieren die enteropathogenen Erreger von einer geringen Schadigung des
Wirtes, um wahrend eines langeren Zeitraums uber den Darm ausgeschieden und in der
Umwelt verbreitet zu werden.

Eine wichtige Rolle in der Virulenz aller humanpathogenen Yersinien spielt das auf dem
Virulenzplasmid pYV kodierte Typ3-Proteinsekretions- und Translokationssystem (T3SS)
(Bleves et al., 2000; Cornelis, 2002). Uber dieses kdnnen verschiedene Effektorproteine
(Effektor-Yops, Yersinia outer protein) in die Zielzelle ,injiziert werden. Im Zytoplasma
inhibieren sie Signaltransduktionsprozesse und Zytoskelettumlagerungen, die flr
Phagozytose und Immunsystemaktivierung wichtig sind (Cornelis, 1998; Aepfelbacher et
al., 1999).

Andere Virulenzproteine wie das Invasin (Inv) und Yersinia adhesin A (YadA) werden
ausschlieBlich von enteropathogenen Yersinien exprimiert. Als aul’ere Membranproteine
sind sie wichtig fur die Darminfektion (Brett et al., 1993; Iriarte u. Vangootheghem, 1993;
Autenrieth u. Firsching, 1996; Schulte et al., 2000). Bei Y. pestis sind die entsprechenden
Gene durch Mutationen inaktiviert, so dass eine Darminvasion des Pesterregers nicht
maglich ist (Wren, 2003).

Einer der ersten beschriebenen Virulenzfaktoren der drei humanpathogenen Yersinien ist
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das in der vorliegenden Arbeit untersuchte V-Antigen (LcrV), auf dessen unterschiedliche

Funktionen im Folgenden detaillerter eingegangen werden soll.

1.1.4.1 Das Virulenz-Antigen LcrV (V-Antigen)

LerV (low-calcium response V antigen) ist ein 37,5 kDa grof3es unlipidiertes Protein, das
erstmalig 1956 von Burrows beschrieben wude und hinsichtlich seiner Virulenz eine hohe
Multifunktionalitat besitzt. Das LcrV-Gen befindet sich auf dem IcrGVHyopBD-Operon des
Virulenzplasmids pYV, das bei allen humanpathogenen Yersinien vorkommt (Cornelis et
al., 1998).

Neben seinen Funktionen als extrazellulares Chaperon fur den  Yop-
Translokationspomplex YopB/YopD ist LcrV auch an der Immunmodulation des

angeborenen Immunsystems des Wirtes beteiligt.

1.1.4.1.1 LcrV induzierte Immunmodulation

Anfang der 1990er Jahre zeigte die Gruppe um Brubaker, dass ein immunsupprimierender
Faktor auf dem Virulenzplasmid pYV kodiert ist. Mit Y. pestis infizierte Mause entwickelten
geringere Spiegel der proinflammatorischen und protektiven Zytokine TNFa und IFNy, als
mit pYV-negativen Pesterregern infizierte Mause. Plasmidkodierte Faktoren konnten
demnach eine Verbreitung des pathogenen Erregers durch Unterdrickung der
inflammatorischen Immunantwort férdern. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass die
Gabe von Anti-TNFa- und Anti-IFNy-Antikdrpern den Krankheitsverlauf bei Mausen, die
zuvor mit enteropathogenen Yersinien infiziert worden waren, stark verschlechterte. Es
kam durch die Gabe der Antikorper zu keiner ausreichenden entziindlichen Reaktion des
Organismus, um auf das Eindringen der Erreger zu reagieren. (Autenrieth et al., 1992).
Nakajima et al. publizierten 1993 schlieRlich, dass die zusatzliche Gabe von
rekombinantem TNFa und IFNy an mit Pesterregern infizierte Mause einen im Vergleich
zur Kontrollgruppe letalen Ausgang abwenden konnte.

Von diesen Beobachtungen ausgehend stellte sich die Frage, ob das auf dem pYV-
Virulenzplasmid kodierte LcrV fur die beschriebenen immunmodulatorischen Effekte
verantwortlich war. Sowohl die passive Immunisierung mittels LcrV-Antiserum (Motin et al.,
1994) als auch die aktive Immunisierung mit einem Fusionsprotein aus LcrV und

Staphylococcus-Protein A (Nakajima et al., 1995) fuhrten zu hohen Spiegeln der Zytokine
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TNFa und IFNy bei Y. pestis infizieten Mausen und schitzten diese vor einer
verabreichten letalen Dosis.

Ebenfalls konnte die Gruppe um Brubaker nachweisen, dass es neben der Suppression
von TNFa und IFNy zu einem Anstieg des antiinflammatorischen Zytokins IL10 durch LcrV
kommt. Mause, denen zuvor ein LcrV-Fusionsprotein injiziert wurde, waren vor einer
ansonsten letalen Dosis LPS geschitzt. Im Normalfall hatte diese aufgrund einer
uberschieflenden Entzundungsreaktion zum Tode gefuhrt. (Nedialkov et al., 1997).

Analog dazu wurde gezeigt, dass Mausperitonealmakrophagen, die mit rekombinantem
LerV vorbehandelt waren, eine verminderte TNFa-Produktion nach Zweitstimulation mit
Zymosan A entwickelten. Da die Kontrolle mit IL10-defizienten Mausen keine
Verminderung des TNFa-Spiegels zeigte, konnte rLcrV uber Induktion von IL10 ein
immunsuppressiver Effekt zugewiesen werden. Die Beobachtung wurde durch
Infektionsversuche in vivo bestatigt. Knock-out-Mause, die kein IL10 bilden konnten,
zeigten eine signifikant hohere Uberlebensrate nach intraperitonealer Yersinieninfektion
als infizierte Wildtypmause. Als entscheidende Signalrezeptoren fur LcrV des Y.
entercolitica Serotyps O:8 wurden TLR2 und CD14 identifiziert. Peritonealmakrophagen
aus TLR2- oder CD14-defizienten Mausen produzierten nach LcrV-Stimulierung deutlich
weniger IL10 als Wildtypmause (Sing et al., 2002a u. b).

Reithmeier-Rost et al. zeigten 2004, dass LcrV als TLR2-Agonist zu einer Toleranz bei
Zweitstimulation durch den TLR4-Agonisten LPS fuhrt. Somit verhindert LcrV die
Aktivierung von Makrophagen durch Homo- und Heterotoleranz in einer TLR2/CD14-

abhangigen Weise.

1.1.4.1.2 Beteiligung von LcrV an der Translokation von Yops

Neben seiner immunmodulatorischen Funktion ist LcrV an der Translokation von Effektor-
Yops in die Wirtszelle beteiligt. Dabei bildet es gemeinsam mit den Translokator-Yops B
und D einen Translokationkomplex. Elektronenmikroskopisch kann LcrV an der Spitze des
T3SS-Injektisoms lokalisiert werden (Mueller et al., 2005, Mota, 2006) (Abb. 1). Der
Translokationsapparat bildet eine Pore in der eukaryotischen Zellmembran und ermdoglicht
die Translokation von sechs Effektor-Yops, die die Wirtszelle von innen schadigen und
eine entsprechende Immunreaktion verhindern (Holmstrom et al., 2001; Neyt et al., 1999;
Petterson et al., 1999; Tardy et al., 1999).
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Ruhezustand Aktiver Zustand
Eukaryotische §
LerV-Komplex Zellmembran

an der
MNadelspitze -.. g

YschF-Madel

Aussere
Membran

Innere
Membran

Bakterielles
Zytosol

YﬂpEO C‘mpD
0 0

Q Effektor-Yops

Abb.1 Schematisches Modell der Beteiligung von LcrV am TTSS. LcrV bildet die Spitze des
Nadelkomplexes. Zusammen mit YopB und YopD ermdglicht es die Porenbildung und
anschlieRende Translokation der Effektor-Yops in die Zielzelle (modifiziert aus Motin, 2006).

1.1.4.1.3 Beteiligung von LcrV an der Regulation des TTSS und Sekretion von Yops

In vitro konnte von Heesemann et al. 1983 gezeigt werden, dass Yersinien bei 37°C
Umgebungstemperatur und Kalziumentzug Yops synthetisieren und sezernieren
(Heesemann u. Laufs, 1983; Heesemann u. Gross, 1986). Dieser Effekt wird als low
calcium response (LCR) bezeichnet und besitzt eine wichtige Funktion in der
Expressionsregulation von Yop- und Ysc-Proteinen. Dabei ist ein wichtiger positiver
Transkriptionsaktivator unter LCR-Bedingungen das Protein LcrF (Cornelis et al., 1998).

Auch LcrV wird unter LCR-Bedingungen in der Regulation von Yops aktiv. Es besteht die
Vorstellung, dass ein weiteres Protein, LcrG, den Ysc-Apparat verschlie3t und somit die
Freisetzung von Yops verhindert. Durch Interaktion von LcrV mit LerG wird diese Funktion
aufgehoben, und so die Sekretion von Virulenzproteinen ermdglicht, die wiederum ihre

Wirkung auf den Wirtsorganismus entfalten kénnen (DeBord et al., 2001; Lawton et al.,
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2002; Matson et al., 2001; Nilles et al., 1997 und 1998).

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem der Saugetiere kann in die zwei Saulen angeborene und erworbene
Immunitat unterteilt werden. Gemeinsame Aufgabe ist es, eingedrungene, pathogene
Mikroorganismen zu identifizieren und diese durch Unterscheidung von Koérperfremd zu
Korpereigen unter Schonung des Wirtes zu eliminieren (Beutler 2004). Dabei kommt es zu
einem komplexen Zusammenspiel von verschiedenen Zellen und chemischen Mediatoren.
Uber die Erkennung von charakteristischen Strukturen ermoglicht das angeborene System
dem Organismus eine schnelle Immunantwort. Dieser Mechanismus hat sich evolutionar
uber Millionen von Jahren hinweg entwickelt und ist Uber Gattungs- und Speziesgrenzen
hinaus hochkonserviert. Verschiedenste Proteine, Zuckermolekile und Oligonukleotide
ermdglichen dem angeborenen Immunsystem die Erkennung und Bekampfung eines
breiten Spektrums pathogener Mikroorganismen, auch wenn der Organismus zuvor noch
keinen Kontakt mit dem Erreger hatte. Die anschlieiende Antigenprasentation auf
phagozytierenden Zellen wie Makrophagen oder dendritischen Zellen, sowie die
Ausschittung verschiedenster Botenstoffe aktiviert schliel3lich das erworbene
Immunsystem und ermoglicht dem Wirtsorganismus eine gezielte Eliminierung des
pathogenen Erregers. Durch das gezielte Erkennen spezifischer Antigene kdnnen sowohl
eine zellulare Immunantwort Uber T-Zellen als auch eine humorale Abwehr Uber B-Zellen
eingeleitet werden. Anschlielend ermdglicht das erworbene Gedachtnis des adaptiven
Immunsystems nach Erstkontakt eine schnellere Abwehr bei einem erneuten Eindringen
des pathogenen Erregers. Dies wird einerseits durch spezifische Antikorper, andererseits
durch die Bildung sogenannter Gedachtniszellen erreicht.

Da im Rahmen dieser Arbeit der Fokus auf der Antwort des angeborenen Immunsystems
Uber die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren liegt, soll im Folgenden vermehrt auf diesen

Aspekt der Immunitat eingegangen werden.
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1.2.1 Toll-like-Rezeptoren

Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen
Immunsystems. Der Name leitet sich vom Toll-Protein der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster ab, mit dem Toll-like-Rezeptoren eine hohe Sequenzahnlichkeit besitzen.
Urspriinglich als wichtiger Bestandteil der dorso-ventralen Embryogenese identifiziert,
konnte dem Toll-Protein auch eine immunologische Rolle bei der Abwehr von Pilzerregern
in der Fruchtfliege zugewiesen werden (Lemaitre et al., 2004). Medzhitov und Janeway
beschrieben 1997 zum ersten Mal ein humanes Homolog des Drosophila-Toll-Proteins,
den humanen Toll-like-Rezeptor, als Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Dieser
konnte bei Stimulierung und Auslosung einer Signalkaskade Uber NF-kB die Expression
proinflammatorischer Zytokine induzieren (Medzhitov et al., 1997).

Als ,pattern-recognition-receptors” (PRR) erkennen TLRs Strukturen (pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs) eindringender Pathogene. Durch das nachfolgende Einleiten
einer Entzindungsreaktion kann die Erregerausbreitung kontrolliert werden. Die gezielte
Elimination der Krankheitsausloser erfolgt durch Aktivierung des erworbenen
Immunsystems. Sowohl die Rezeptoren als auch die erkannten Strukturen sind evolutionar

uber Millionen von Jahren hochkonserviert.

Tab. 1: Liganden der bisher bekannten humanen TLRs und ihre Herkunft

Humane TLRs |Ligand Herkunft

TLRA1 Triacylierte Lipopeptide

TLR2 Lipoproteine, Lipopeptide Bakterien
Peptidoglycan

atypisches LPS
Zymosan, Phospholipomannan |Pilze

GPI-konjugiertes Protein Protozoen
Hullprotein Viren

TLR3 Poly (I1:C), dsRNA Viren

TLR4 LPS Bakterien
Mannan, Glucuronoxylomannan | Pilze
Glucoinositolphopholipide Protozoen
RSV Fusionsprotein Viren

TLRS Flagellin Bakterien

(Salmonellen)
TLR6 Diacylierte Lipopeptide Bakterien

TLRY ssRNA Viren
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TLR8 ssRNA Viren

TLR9 CpG DNA Bakterien,
Protozoen, Viren

TLR10 Noch ungeklart

Alle TLRs sind Typ-1-Transmembranproteine mit einer N-terminalen Ektodomane
bestehend aus Leucin-reichen Wiederholungssequenzen (leucine-rich-repeats, LRRs) und
einer cytoplasmatischen Domane, die der Interleukin (IL) 1-Rezeptor-Familie ahnelt und
deswegen Toll/IL1-Rezeptor (TIR)-Domane genannt wird. Bei Aktivierung wird Uber
Adaptor- und Signalmolekiile eine Signalkaskade eingeleitet, die in der Translokation von
Transkiptionsfaktoren wie NF-kB endet. Daraus resultiert die Transkription und Expression
von Proteinen der Immunabwehr wie beispielsweise von immunmodulatorischen Zytokinen
(Takeda et al., 2003; Yamamoto et al., 2004).

Aktuell sind 10 humane TLRs bekannt (Tab. 1). Wahrend TLR 1, 2, 4, 5 und 6 vornehmlich
Strukturen der Zellwand und sezernierte Molekule von Mikroorganismen erkennen,
werden TLR 3, 7, 8 und 9 durch Nukleinsauren aktiviert (Tab. 1). Bis heute konnte eine
ganze Reihe weiterer TLRs identifiziert werden, die aber nicht in funktionaler Form beim
Menschen vorliegen. TLR11 etwa ist unter anderem bei Mausen prasent und spielt eine
wichtige Rolle in der Erkennung von Strukturen uropathogener E. coli. Im humanen
Genom dagegen ist TLR11 nur als Pseudogen reprasentiert und wird nicht als
immunaktiver Rezeptor von Zellen exprimiert (Roach et al., 2005).

Die spezifische Erkennung der PAMPs erfolgt durch die LRRs (Lien et al., 2000; Takeda et
al., 2003). Die Expression der TLRs ist abhangig von Spezies, Gewebe und
Differenzierungsstadium der Zelle (Hornung et al., 2002; Mazzoni et al., 2004). TLR 1, 2,
4, 5 und 6 sind vor allem an der Zelloberflache prasent und aktivieren von dort die
Signalkaskaden. Dagegen werden TLR 3, 7, 8 und 9 in intrazellularen Kompartimenten
exprimiert und erst nach zellularer Aufnahme der erkannten Strukturen aktiviert (Ahmad-
Nejad et al., 2002; Takeda et al., 2003).

Es wird allgemein angenommen, dass TLRs in dimerer Form funktionsfahig sind (Beutler
et al., 2006). Bereits lange zuvor war bekannt, dass die mit TLRs Uber die intrazellulare
TIR-Domane verwandten IL1-Rezeptoren als Dimere in der Signaltransduktion
kooperieren (Greenfeder et al., 1995). Gezeigt werden konnte homodimere Aktivierbarkeit
bei der Signaltransduktion Gber TLR4 (Ozinsky et al., 2000). Im Falle des Rezeptors TLR2,

auf den im folgenden noch genauer eingegangen werden soll, ist eine heterodimere
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Zusammenarbeit mit TLR1 oder TLR6 beschrieben (Wyllie et al., 2000; Haijjar et al., 2001;
Imler u. Hoffmann, 2001; Takeuchi et al., 2001). Unter anderem zeigte die Gruppe um
Akira die ligandenunabhangige Interaktion von TLR1 und TLR2 mittels
Koimmunoprazipitation (Takeuchi et al., 2002). Daher wird von einem dimeren
Zusammenarbeiten in der Signalweiterleitung ausgegangen, wobei Untersuchungen der

verschiedenen TLRs in diesem Zusammenhang noch ausstehen.

Abb. 2 Schematische
Darstellung. TLR2
kooperiert bei der
Erkennung von Liganden
mit Interaktionspartnern.
(modifiziert aus Beutler et
al. 2006).

TLR2/TLRX

Toll-like-Rezeptor 2 besitzt eine besondere Rolle innerhalb der TLR-Familie, da er auf sehr
unterschiedliche mikrobielle Antigene spezifisch reagieren kann. Dies wird durch die
Interaktion mit weiteren Rezeptoren ermdglicht. TLR2 ist dabei der einzige bekannte
humane Toll-like-Rezeptor, der mit weiteren TLRs (TLR1 oder TLR6) kooperieren kann
(Abb. 2). Hierbei konnte eine prastimulatorische Kolokalisation von TLR2 mit beiden
Interaktionspartnern nachgewiesen werden (Morr et al. 2002; Takeuchi et al. 2001 u,
2002; Nakao et al., 2006). Es wurde allgemein angenommen, dass die Dimerisierung mit
TLR1 bzw. TLR6 die Unterscheidung von tri- und diacylierten Lipopeptiden ermdglicht.
Neuere Untersuchungen bestatigten zwar, dass die heterodimere Interaktion von TLR2 mit
TLR1 oder TLR6 die spezifische Erkennung von unterschiedlichen Liganden ermdoglicht,
allerdings konnte die urspringliche Annahme, dass triacylierte Lipopeptide grundsatzlich
uber TLR1/TLR2 und diacylierte Uber TLR6/TLR2 aktivieren, nicht bestatigt werden
(Omueti et al., 2005; Buwitt-Beckmann et al., 2005 u. 2006).
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Daruber hinaus kooperiert TLR2 mit einer Reihe von Nicht-TLRs und erweitert damit das
Agonistenspektrum. Dectin-1, ebenfalls ein ,pattern-recognition-receptor”, ermoglicht die
Erkennung von Komponenten der Mykobakterien- und Pilzzellwand (Gantner et al. 2003;
Yadav u. Schorey, 2006). Die Oberflachenrezeptoren CD14 und CD36 vereinfachen die
Erkennung vieler TLR2-Liganden und erhéhen die Effektivitat der Signalwirkung. Durch
diese Interaktionen ist es TLR2 mdglich, trotz des groflen Spektrums an erkannten und
strukturell unterschiedlichen Antigenen eine hohe Spezifitdt zu bewahren und eine
entsprechende Immunreaktion einzuleiten.

CD14 kommt im Rahmen dieser Arbeit besondere Bedeutung zu, da eine TLR2/CD14-
abhangige Signalwirkung von LcrV beschrieben wurde (Sing et al. 2002). CD14 ist ein
Glykoprotein und kommt sowohl an der Oberflache immunkompetenter Zellen
(Makrophagen, Monozyten) als auch in lI8slicher Form im Blut vor. Uber einen
Glykosylphosphatidylinositol(GPI)-Anker ist es mit der Zellmembran verbunden. Neben der
beschriebenen Effizienzsteigerung der Signalwirkung in Kombination mit einigen TLRs
spielt CD14 auch eine Rolle in der Phagozytose. So konnte gezeigt werden, dass dsRNA
durch CD14 gebunden und aufgenommen wird. Uber Phagosomenreifung wird der Ligand
zum intrazellular lokalisierten TLR3 gefiuihrt, von dem aus eine Signalkaskade aktiviert wird
(Lee et al., 2006).

1.2.2 Zytokinexpression als Antwort des angeborenen Immunsystems

Neben der Phagozytose und Antigenprasentation schiutten Makrophagen zur
Immunabwehr Zytokine aus. Eine wichtige Rolle besitzt dabei das proinflammatorische
TNFa. Durch Erhéhung der GefaRpermeabilitdt und Chemotaxis rekrutiert es weitere
Immunzellen wie Makrophagen und Neutrophile zum Ort des Entziindungsgeschehens.
Der systemische proinflammatorische Effekt kann, beispielsweise ausgeldst durch LPS,
bis hin zum septischen Schock fuhren (Tracey et al., 1993). Daher bedarf es einer
Gegenregulation, um die im Krankheitsfall positive inflammatorische Reaktion des Korpers
nicht UberschielRen zu lassen. Eine Ubermalige Entzindungsreaktion wirde neben den
eingedrungenen Kranheitserregern auch dem eigenen Organsimus schaden.

Um dies zu steuern, bilden immunkompetente Zellen wie Makrophagen eine ganze Reihe
antiinflammatorischer Proteine wie Prostaglandin Ez, Transforming Growth Factor-§3, IFN-
a, IFN-B, IL4, IL6, IL10, G-CSF und c-AMP (Zhang et al., 1998; Tato et al. 2002, Vasselon
et al. 2002).
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Der wichtigste dieser Faktoren in Hinblick auf die Yersinienvirulenz durch LcrV ist IL-10.
Es inhibiert die Synthese proinflammatorischer Zytokine (cytokine synthesis inhibitory
factor, CSIF) wie IFNy, IL2, IL3, GM-CSF oder TNFa, die unter anderem von
Makrophagen oder T-Helfer-Zellen sezerniert werden. Zudem hemmt es die Produktion
von Toll-like-Rezeptoren und vermindert dadurch eine Immunreaktion (Moore et al., 2001;
Vieira u. O'Garra et al., 2007). Desweiteren stimuliert und reguliert IL-10 das Wachstum
und die Differenzierung von B-Zellen, Mastzellen, zytotoxischen und T- Helfer-Zellen,
Granulozyten, dendritischen Zellen, Keratinozyten und Endothelzellen. Auf diese Weise
fungiert IL-10 ebenso wie TNFa als Mittler zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem. Im Falle von Y. enterocolitica konnte gezeigt werden, dass dieser
antiinflammatorische Effekt durch LcrV ausgenutzt wird, um der Immunantwort des Wirtes
zu entgehen und eine Ausbreitung des pathogenen Erregers zu ermdglichen (Sing et al.,
2002a u. b).
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1.3 Zielsetzungen

In dieser experimentellen Arbeit sollte Uberprift werden, welchen Beitrag TLR1 und TLR6

bei der LcrV-induzierten Signaltransduktion Uber CD14/TLR2 leisten. Dabei sollte deren

Einfluss Uber zwei Wege untersucht werden:

1.

Transfizierte HEK293-Zellen

In HEK293-Zellen kann eine NFkB-Aktivierung durch TLR-Agonisten praktisch nicht
induziert werden. Diese Zellen sind deshalb besonders geeignet, um durch
Transfektion mit verschiedenen TLR-kodierten Genen und einem NFkB-
abhangigen Luciferasereportergen die Signaltransduktion von TLR-Agonisten zu
untersuchen.

Durch Expression von Rezeptorchimaren, bei denen die extrazellularen Domanen
von TLR1 und TLR2 wechselseitig vertauscht wurden (TLR1-2: extrazellulare
Domane von TLR1, zytoplasmatische Domane von TLR2; TLR2-1: vice versa),
sollten Untersuchungen Uber die Notwendigkeit der einzelnen Domanen hinsichtlich
der LcrV-induzierten Signalwirkung durchgefuhrt werden. Zudem lassen die
Konstrukte bei Kotransfektion und maoglicher Aktivierbarkeit Aussagen Uber die
Interaktion und postulierte Dimerisierung von TLRs zu.

Analog sollten Erkenntnisse Uber TLR6 und TLR2 mit entsprechenden TLR2-6 und
TLR6-2 Konstrukten erlangt werden, wobei diese Chimaren im Rahmen dieser

Arbeit herzustellen waren.

TLR-defiziente Makrophagen

Um Artefakte, die beim Arbeiten mit transfizierten Zelllinien enstehen koénnen,
auszuschlieen, sollten die Untersuchungen auch mit primaren Zellen, wie
Peritonealmakrophagen von Mausen vorgenommen werden. Inzwischen sind
zahlreiche TLR-defiziente Mause erhaltlich.

In dieser Arbeit wurden sowohl Peritoneal- als auch Knochenmarksmakrophagen
von verschiedenen homozygoten CD14-, sowie TLR-defizienten Mausen (TLR1-/-,
TLR2-/-, TLR6-/-) untersucht und mit denen von Wildtypmausen des gleichen
genetischen Hintergrunds verglichen. Als Parameter diente die Produktion von

TNFa als pro- und IL10 als antiinflammatorisches Zytokin. Uber die verschiedenen
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TLR-Defizienzen sollten anschlieliend Rickschlisse auf mdgliche Unterschiede in

der Zytokinexpression getroffen werden.
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2 Materialien

2.1 Bakterien und Zelllinien

2.1.1 E. coli

Name Genetische Merkmale

DH5a F- endA1 hsdR17 (rc, m¢") supE44 thi-1 A recA1 gyrA96 recA1 gyrA96 relA1 ®80d /acZ
AM15 A(lacZYA-argF®) U169

2.1.2 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie | Beschreibung Kulturmedium

HEK- 293 | Human embryonic kidney cells 293 DMEM, 10 % FCS

2.2 Oligonukleotide fur die DNA Amplifizierung mittels PCR

Name

Sequenz

TLR2 LRR F nt s

ATAGCGGCCGCGAAGGAAGAATCCTCCAATCAGGCTTCT

TLR2 LRR R sa

ATAGTCGACTGTCCTGTGACATTCCGACAC

TLR2 TMTIR F sa

ATAGTCGACCTGGTGTCTGGCATGTGCTG

TLR2 TMTIR R sa/

ATAGTCGACCTAGGACTTTATCGCAGCTCTC

TLR6 LRR F net s

ATAGCGGCCGCGAATGAATTTGCAGTAGACAAGTCAAAAAG

TLR6 LRR R sa

ATAGTCGACCAGAGTTATGTTGCAGGATAATTC

TLR6 TMTIR R sa

ATAGTCGACATCGTCACCATCGGTGCCACC

TLR6 TMTIR R sa/

ATAGTCGACTTAAGATTTCACATCATTGTTTTCAG

Unterstrichen markiert sind die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme.

F= forward, R= reverse

2.3 Expressionvektoren und klonierte Gene

Name

Charakteristika Referenz

pFlag-CMV-1

Expressionsvektor (siehe Abb.) Sigma-Aldrich Bio.,
St. Louis, MO, USA

pELAM-1-luc

Endothelial cell- leukocyte adhesion molecule- promoter; | Kirschning et al., 1998
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NFkB- abhangiger Luciferasereporter

pCD14 CD14- Gen im Expressionsplasmid pRK, Amp~ Kirschning et al., 1998
pTLR2 TLR2-Gen im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp® | Kirschning et al., 1998
pTLR1 TLR1-Gen im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp® | Kirschning et al., 1998
pTLR6 TLR6-Gen im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp® [ Kirschning et al., 1998
pTLR1-2 Chimare im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp® Sandor et al., 2003
pTLR2-1 Chimare im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp® Sandor et al. 2003
pTLR6-2 Chimére im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, AmpRf diese Arbeit

pTLR2-6 Chimare im Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp® diese Arbeit
pTLR2DN Dominant-negatives TLR2, P681H Mutation Underhill et al. 1999
pTLR2Aicd TLR2 ohne cytoplasmatische TIR-Domane im|Meng et al., 2003

Expressionsplasmid pFlag-CMV-1, Amp®

RSV-B-galactosidase

Rous sarcoma virus-B-galactosidase,
Kontrollreporterplasmid

Kirschning et al.1998

{ Hind 1
§ Mot
/  EcoR|
415 J Cla
| Bgl Il
/ EcoR W
! Kpnl
i Sal |
/ ¥ba |
! Bam HI
Smal

47032

4280 A_
1
/ /
/
|I

/ preprofrypsin/FLA

] [
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Nukleotidsequenz der multiplen Klonierungsregion des Expressionsvektors pFLAG-CMV-1

Start der Translation

ACCATG TCT GCACTT CTGATC CTAGCT CTT GTT GGA GCT GCAGTT GCT

| -

- Preprotrypsin >

Hind IlI Not | EcoR1 Clal
“«— > P P

GAC TAC AAA GAC GAT GAC GAC AAG CTT GCG GCC GCG AAT TCATCG ATA

-«—— Multiple Klonierungsregion
<— FLAG-Kodierungssequenz——»

Bgl Il EcoRV Kpn | Sal | Xba | Bam HI Sma |
“«—— P> P> 44— 4> 4> 4 > <>
GAT CTGATATCG GTACCAGTC GAC TCTAGAGGATCCCG GGTG

Multiple Klonierungsregion >

Abb. 3 Expressionsvektor pFlag-CMV-1. Die Klonierungen in dieser Arbeit erfolgten unter Verwendung

des oben dargestellten Expressionsvektors in die Schnittstellen Not | und Sal I.

2.4 Enzyme

2.4.1 Restriktionsendonukleasen

Name Hersteller
Not | Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland, (10 U/ul)
Sal Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland, (10 U/ul)

2.4.2 Enzyme fiir PCR und Ligation

Name Hersteller

Ampli Taq Gold Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Alkalische Phosphatase, Shrimp Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
T4-DNA-Ligase Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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2.5 Antikorper
Name Spezifitat Tierart Hersteller
Anti-Flag Flag-Epitop Polyklonales Serum aus|SIGMA
Kaninchen Missouri, USA
FITC-conjugated Fluorescein- Polyklonales Serum aus|Dianova, Hamburg,
AffiniPure Anti-Kaninchen |gekoppelt, gegen|Ziege Deutschland
Kaninchen IgG

2.6 Chemikalien

Name Hersteller/Lieferant
Acrylamid-Mix/ Protogel National Diagnostics, Atlanta, USA
Agarose Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Ampicillin-Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Ampuwa ° (fir Spllzwecke)

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Aqua bidest, DNase- frei

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

ATP- Magnesium Salz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

BHI (Brain Heart Infusion)-Medium

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

BSA (bovine serum albumine)

Biomol, Hamburg, Deutschland

Calciumchlorid

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Chloramphenicol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Coenzym A Lithium Salz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dikaliumhydrogenphosphat

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat

MERCK, Darmstadt, Deutschland

D- Luciferin (Firefly Luciferin)

BIOMOL, Hamburg, Deutschland

DMEM (Dulbecco’s modified eagle media)

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Langenstandard (Ready Load™ 1 kb)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DTT (1,4- Dithio-DL- threitol)

Applichem, Darmstadt, Deutschland)

EDTA Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Essigsaure Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

FCS (fétales Kalberserum)

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehyd 37 %

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Glucose Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Glycerin Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
HEPES (N-2[Hydroxyéthyllpiperazin-N’-2- | Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
athylsulfonséure)

Kaliumdihydrogenphosphat

MERCK, Darmstadt, Deutschland

LB (Luria Bertani)-Agar

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

LB (Luria Bertani)-Medium

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

L-Glutamin (200 mM)

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Magnesiumsulfat

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

MDC (Monodansylcadaverin)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

MEM NON- ESSENTIAL
AMINOACID SOLUTION (100x)

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Milchpulver

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Moviol 4-88

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Natriumchlorid

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natronlauge (36 %)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

OPI MEDIA SUPPLEMENT

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

PBS

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

PCR Nukleotid Mix

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

Mannheim,

Penicillin-Streptomycin-Lésung (100X)

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (complete) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
Protein Assay (Farbstoff-Konzentrat) BIO- RAD Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

Protein-AG-Agarose

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

ProteingréfRenstandard
(Bench Mark Prestained Protein Ladder)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Proteose Pepton

Difco Laboratories, Detroit

Salzsaure rauchend

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Saccharose

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Spectinomycin Dihydrochlorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trichloressigsaure

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Tricin Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Tris HCI Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
TritonX-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypanblau (Benzaminblau)

SERVA, Heidelberg, Deutschland

Trypsin-EDTA

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Trypton Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Tween20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Wasserstoffperoxid Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
2.7 Kits

Bezeichnung

Hersteller

EndoFree Plasmid Maxi Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

QIAprep Spin MiniPrep Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

EZ- Label Rhodamine Protein Labeling Kit

PIERCE, Bonn, Deutschland

ExGen 500 Transfektions Kit

Fermentas, St. Leon- Rot, Deutschland

DuoSet ELISA Kits

R&D Systems, Wiesbaden- Nordenstadt,
Deutschland
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2.8 Weitere Materialien

Name

Hersteller

CELLULOSENITRAT(E) PROTRAN BA 85

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Centricon (10 kDa, 30 kDa, 50 kDa)

Millipore, Eschborn. Deutschland

Deckglaschen fur Mikroskopie

Schubert & Weiss, Wackersdorf, Deutschland

Einmalpipetten, steril (5mL, 10mL, 25mL, FALCON)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Fuji Medical X-Ray Film

Fuji Photo Film, Disseldorf, Deutschland

Steriflip (0,22 ym, 50 mL)

Millipore, Eschborn. Deutschland

TC-80- Kulturflaschen, 80cm?

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

24-/6- well Zellkulturplatten (FALCON) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Zellschaber (FALCON) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland

2.9 Proteine und Lipopeptide (TLR-Agonisten)

Name

Hersteller

LerV (His)e-Tag

Biotech  Serviceeinheit, = Max-von-Pettenkofer

Munchen, Deutschland

Institut,

MALP-2 Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA
PamCysPamSK, EMC micro collections, Tlbingen, Deutschland
Pams;Cys EMC micro collections, Tlbingen, Deutschland

2.10 Gerate

Gerat

Typ und Hersteller

Brutschréanke

BBD 6220, Heraeus, Hanau, Deutschland

Elektrophoresekammer DNA

Agagel Standard G45/1, Biometra”, Géttingen, Deutschland

Elektrophoresekammer
Protein

Mini-Protean 3, BIO- RAD Laboratories, Minchen, Deutschland
Hoefer SE 400, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Criterion™, BIO- RAD Laboratories, Miinchen, Deutschland

Elektroporationsgerat

Gene Pulser Il, BIO- RAD Laboratories, Miinchen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Leitz DM RBE, Leica, Mannheim, Deutschland

Geldokumentationssystem/
UV-Transilluminator

BIO- RAD Laboratories, Miinchen, Deutschland

HAMAMATSU CCD- Kamera

Hamamatsu Phototonics, Hamamatsu City, Japan

Lasermikroskop, konfokal

Leica DM IRB, Bensheim, Deutschland

Lichtmikroskop

Axiovert 25, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Luminometer

Luminometer READIT, BERTHOLD, Bad Wildbach, Deutschland

pH-Meter

pH211 Microprocessor pH-Meter, Hanna Instruments, Kehl am Rhein,
Deutschland
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Prazisionswaagen

Sartorius Basic Plus (BP 615), Sartorius, Géttingen, Deutschland
Sartorius BL 15008, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Spektralphotometer

Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

Rotator

Bachofer Laborgerate, Reutlingen, Deutschland

Schiittelinkubatoren

Certomat BS-1, B. Braun Biotech International, Osterode am Harz,
Deutschland

Spannungsgerate

Power Pac 1000, BIO- RAD Laboratories, Miinchen, Deutschland

Sterilwerkbanke

Heraeus, HS12, Hanau, Deutschland

Thermocycler

T3 Thermocycler, Biometra

Thermoschuittler Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

UV- Schneidetisch BACHHOFER, Reutlingen, Deutschland

Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg, Deutschland
Sigma, 3K30, B. Braun Biotech International, Osterode am Harz,
Deutschland
Sigma, 1K15, B. Braun Biotech International, Osterode am Harz,
Deutschland
Optima™ TL Ultracentrifuge, Beckman Coulter, Beckman Instruments,
Inc., CA, USA

3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Praparation von DNA

3.1.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung

Plasmid-DNA bis 10 ug erfolgte aus 10 ml einer

Bakterienubernachtkultur in LB-Medium unter Verwendung des QIlAprep Spin MiniPrep

Kits (Qiagen). Zur Aufreinigung groRerer Plasmidmengen bis 500 ug aus 100 ml

Bakterienkultur wurde das EndoFree Plasmid Kit (Qiagen) verwendet. Die Durchfuhrung

erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Beim Prinzip der Aufreinigung macht man sich das unterschiedliche Verhalten von

chromosomaler und Plasmid-DNA zu Nutze. Beide denaturieren im alkalischen Milieu.

Wahrend sich Plasmid-DNA durch Neutralisieren wieder renaturieren und l6sen lafdt,

verbleibt die chromosomale DNA im denaturierten Zustand.

LB-Medium: NaCl 0,5% (w/v), Hefeextrakt 0,5% (w/v), Bactotrypton 1,0% (w/v), 1M MgSO4 1mM.
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3.1.1.2 Reinigung von DNA-Fragmenten nach elektrophoretischer Auftrennung

DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in Agarosegel (0,7-2,0%) getrennt, mit
Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Reinigung erfolgte mit

dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers.

3.1.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde DNA 1:20-1:50 verdunnt, in
Quarzkuvetten pipettiert und bei einer Wellenlange von A=260 nm (Absorptionsmaximum)
die Extinktion bestimmt. Als Nullwert wurde Ampuwa bzw. der Elutionspuffer des zur DNA-
Gewinnung verwendeten Kits gesetzt. Die Berechnung der DNA-Konzentration erfolgte
nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz.

Als weitere Methode zu Konzentrationsbestimmung wurde die DNA in einem
Agaroselaufgel mit einer definierten DNA-Menge eines Grolenstandards (1kb plus DNA
Ladder, Invitrogen)  aufgetrennt, mit  Ethidiumbromid  gefarbt und  die

Fluoreszenzintensitaten unter UV-Licht verglichen.

3.1.1.4 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Visualisierung

DNA-Fragmente wurden je nach Grofde in 0,7 bis 2 %igen Agarosegelen elektrophoretisch
bei 90-120 V Spannung aufgetrennt. Vor dem Auftragen wurde die DNA mit einem
Probenpuffer vermischt. Zusatzlich wurde ein Elektrophorese-Marker (1kB Ladder,
Invitrogen) aufgetragen, um die Lange der DNA bestimmen zu konnen. Als Gel- und
Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. AnschlieBend wurden die Agarosegele in einem
Ethidiumbromidbad (1ug/ml) fur 10 bis 15 min gefarbt und durch Fluoreszenzanregung
mittels UV-Licht bei A=260 nm sichtbar gemacht und dokumentiert (UV-Transluminator,
BIO-RAD Laboratories).

6x Auftragspuffer: 50 % (v/v) Glycerin; 0,1 mM EDTA,; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; pH 7,0
10x TAE: 40 mM Tris/HCI, pH 8,0; 5 mM Essigsaure; 1 mM EDTA
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3.1.1.5 Sequenzierungen von DNA

Sequenzierungen von DNA-Proben wurden von der Firma GATC Biotech, Konstanz,

Deutschland, durchgefuhrt.

3.1.2 Enzymatische Behandlung von DNA

3.1.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente kénnen mittels Polymerase-Kettenreaktion in vitro amplifiziert werden.
Dabei wird der entsprechende DNA-Abschnitt mit zwei entgegengesetzten Oligonukleotid-
Primern hybridisiert. Die enzymatische Amplifizierung erfolgt Gber eine hitzestabile DNA-
Polymerase.

Als Vorlage fir die Primer diente gereinigte DNA bzw. DNA aus dem Uberstand von
hitzebehandelten Bakterien (5 min bei 60°C in Ampuwa-Wasser). Das Reaktionsgemisch
setzte sich standardmafig aus 1ul Oligonukleotid (2uM), 10 ul jedes dNTPs (100uM)
(Invitrogen), 0,6 U AmpliTag Gold DNA Polymerase und 10x PCR Pufferlésung (beides
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) zusammen. Das Endvolumen betrug
50 pl.

Die Amplifikation erfolgte in automatisierten PCR-Prozessoren (T3 Thermocycler,

Biometra) mit folgenden Zyklen:

Schritt Temperatur (°C) Dauer

Aktivierung 94 5 min

Denaturierung 94 30-60 sec

Anealing 55-68 30-60 sec

abhangig von Primern
Elongation 72 30-90 sec
abhangig von Produkigrofle

Extension 72 7 min

Die Schritte Denaturierung bis Elongation wurden 32x im Thermocycler wiederholt.
Im AnschluR erfolgte eine Uberpriifung des PCR-Ergebnisses mittels Agarosegel-

Elektrophorese.



Materialien und Methoden 25

3.1.2.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die Aufspaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen erfolgte mit 2,5 U Enzym pro ug
DNA bei 37°C im vom Hersteller empfohlenen Puffer mit einem Endvolumen von 50ul flr
2-16h.

Der Restriktionsansatz wurde anschlie®end je nach Verwendung mittels PCR-Purification
Kit (Qiagen) gereinigt oder das Produkt per Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt,
herausgeschnitten und unter Verwendung des Gel-Extraction Kits (Qiagen) aus dem Gel

herausgelost.

3.1.2.3 Dephosphorylierung

Zur Vermeidung der Ligation linearisierter DNA wurde die 5'-terminale Phosphatgruppe
von DNA-Fragmenten durch alkalische Shrimp-Phosphatase entfernt. Anschliel3end
erfolgte die Deaktivierung der Phopsphatase durch 20-minutiges Erhitzen auf 65°C, sowie

Aufreinigung mittels Qiagen Nucleotide Removal Kit nach Angaben des Herstellers.

3.1.2.4 Ligation und Transformation

Die Ligation von DNA in den Expressionsvektor pFlag-CMV-1 erfolgte mit T4-DNA-Ligase
(Invitrogen) fur 16h bei 18°C im vom Hersteller empfohlenen Puffer. Dabei lag die Menge
der Vektor-DNA bei 10-50 ng und das Verhaltnis von Vektor zum Insert bei 1:4. Zuvor
waren der DNA mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen die bendtigten
Schnittstellen hinzugefugt worden. Dem Reaktionsgemisch wurde 1 U T4-DNA-Ligase
sowie 5x Ligationspuffer zugefligt. Anschlieend wurde der Ansatz mit DNase-freiem
Wasser auf 20 L eingestellt.

Unter Verwendung von elektrokompetenten E. coli (DH5a) erfolgte die Transformation des
Ligationsansatzes in die Zellen. Danach wurden die Bakterien fur eine Stunde bei 37°C in
SOC-Medium geschuttelt, um eine Regeneration der Zellen zu erreichen und den
Transformationserfolg zu erhdhen. Anschlielend erfolgte die Ausplattierung der E. coli-
Bakterien auf Agarplatten mit dem fur den Vektor jeweiligen Resistenzantibiotikum und
Bebratung bei 37°C.

SOC-Medium: 2% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,10 mM MgSO4, 20
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mM Glucose, mit aqua bidest. auf 11 aufillen

3.1.2.5 Transformationskontrolle

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Transformation wurden gewachsene Klone mittels
PCR Uberpruft. Dabei wurden Bakterien durch Hitzeeinwirkung von 60°C fir 5 min in 50uL
Ampuwa lysiert, bei 5000 U/min abzentrifugiert, und 5uL des Uberstands als Vorlage fiir
die Kontroll-PCR verwendet. War die Kontrolle erfolgreich, wurde eine Probe der Plasmid-

DNA per Sequenzierung auf Mutationen Uberprift.

3.1.3 Klonierung von Chimaren

Unter Verwendung der beschriebenen Primer wurden die extrazellularen bzw. die
intrazellularen Doméanen von TLR2 und TLR6 mittels PCR amplifiziert. Die Primer wurden
mit der Basensequenzen fur die Schnittstelle Not | oder Sal | erganzt (siehe 2.2). Nach
Restriktionsverdau der amplifizierten Produkte sowie des Expressionsvektors pFlag-CMV-
1 wurden die extrazellularen Domanen uber die Not |- und Sal |-Schnittstellen in den
Vektor ligiert und anschlieBend in E. coli transformiert. Nach beschriebener
Transformationskontrolle erfolgte ein erneuter Restriktionsverdau des Plasmids durch Sal
[, um eine Ligation der amplifizierten intrazellularen Domanen in diese Schnittstelle zu
ermoglichen. Die Uberpriifung der erfolgreichen Ligation erfolgte durch PCR und
Sequenzierung. Die Expression der Konstrukte wurde durch Immunfluoreszenzfarbung

Uberprift.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.21 E. coli

3.2.1.1 Kultivierung

E. coli-Stamme wurden mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C in LB-Medium im

Erlenmayer-Kolben oder Reagenzglas unter Schuitteln bellftet angezichtet oder auf
Platten inkubiert.
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3.2.1.2 Lagerung

Agarplatten mit Bakterienkolonien wurden mit Parafilm abgedichtet und bei 4°C fur
maximal vier Wochen gelagert. Die langfristige Aufbewahrung erfolgte bei -80°C in

Nahrmedium, dem 20% Glycerin zugesetzt war.

3.2.1.3 Elektroporation

Um E. coli-Suspensionen mit DNA zu transformieren, wurde die Methode der
Elektroporation verwendet. Dabei wird eine Mischung aus Bakterien und DNA fir eine
kurze Zeit einem elektrischen Feld ausgesetzt. Dies ermdglicht der DNA, Uber
Porenbildung durch die Zellwand zu diffundieren.

Zuvor muften die Bakterien elektrokompetent gemacht werden. Dazu wurde 1 mL einer
E. coli-Ubernachtkultur zu 100 mL LB-Medium hinzugefiigt. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation der Zellen, bis eine ODgy von 0,4 — 0,6 erreicht war. Nach mehrmaligem
Waschen mit autoklaviertem und deionisiertem Wasser wurden die elektrokompetenten
Zellen in 10% Glycerin/LB-Medium bei -80°C gelagert.

Die Elektroporation erfolgte mit dem Gene-Pulser-Transfection-Apparatus (Bio- Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

3.3 Zellbiologische und immunologische Methoden

3.3.1 Gewinnung von murinen Peritonealmakrophagen (PPM)

Um eine verstarkte Einwanderung von mononukledren Zellen in den Peritonealraum zu
provozieren, wurde Mausen intraperitoneal 1 mL 10% Proteose Peptone (Difco
Laboratories, Detroit) injiziert. Nach drei Tagen konnten die Zellen durch Peritoneallavage
mit 10 mL PBS gewonnen werden. Nach dreimaligem Waschen und Abzentrifugieren mit
PBS wurden die Peritonealmakrophagen in RPMI 1640-Medium mit 100 U/mL Penicillin,
100 yg/mL Streptomycin und 10% hitzeinaktiviertem FCS resuspendiert. Anschlieend
erfolgte das Aussaen mit einer Konzentration von 5x10° Zellen/mL in 24-well-Platten und
Inkubation bei 37°C und 5% CO,-gesattigter Atmosphare. Die so gewonnenen PPMs

(proteose peptone elicited macrophages) waren nach 2 Stunden adharent und wurden ein
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weiteres Mal mit PBS gewaschen, um die nicht-adharenten Zellen zu entfernen.
Nach Inkubation mit verschiedenen Stimuli bzw. PBS wurde der Uberstand der
Makrophagen zu bestimmten Zeitpunkten abgenommen und zur Bestimmung der

Zytokinmenge mittels ELISA verwendet.

3.3.2 Gewinnung und Ausdifferenzierung von murinen Knochenmarksmakrophagen

Nach Praparation des Femurs der Maus wurde das Knochenmark mit 10 mL PBS
herausgespult, resuspendiert und nach Zellzahlbestimmung in Kulturmedium ausgesat.
Die Bebrutung erfolgte bei 37°C und 5% COj,-Atmosphare in DMEM-Medium. Nach 24h
wurden die Zellen mit einer Dichte von 5x10°mL in 24-well Platten ausgeséat. Die
Ausdifferenzierung erfolgte nach dem Protokoll von Hoffmann et al., 2004.

Nach Inkubation mit Stimuli bzw. PBS als Kontrolle wurden die Uberstande zu bestimmten
Zeitpunkten abgenommen, bei -20°C zwischengelagert und zur Zytokinmessung mittels
ELISA verwendet.

3.3.3 Kultivierung von HEK293-Zellen

Zellsuspensionen mit HEK293-Zellen wurden in flussigem Stickstoff gelagert. Nach
schnellem Auftauen bei 37°C im Wasserbad wurden die Zellen in vorgewarmtem Medium
gewaschen (5 min, 1200 rpm) und in TC-80-Kulturflaschen mit 10 mL DMEM-Medium plus
10% FCS bei 37°C und 5% CO.-gesattigter Atmosphare inkubiert.

Zum Passagieren wurden die leicht adharenten Zellen mit einer Pipette abgespult und

verdinnt in eine Kulturflasche mit 10 mL Medium ausgesat.

3.3.4 Auszahlen lebender Zellen

Zur Uberprifung der Vitalitat von Zellen wurde der Farbstoff Trypanblau verwendet, der
nur in tote Zellen eindringen kann. Mit Hilfe der Neubauerzahlkammer wurden 10 uL
Zellsuspension in einer 1:10 Verdinnung in Trypanblau angefarbt und die Anzahl der

lebenden Zellen ermittelt.
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3.3.5 Kryokonservierung von Zellen

Zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff wurden 1x10” Zellen fiir 10 min bei 1100 rpm
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellsediment in 1,5 mL Einfriermedium

resuspendiert und bei -80°C eingefroren.

Einfriermedium: 10% DMSO in FCS

3.3.6 Immunfluoreszenzfarbung

Um die membranstandige Expression von plasmidkodierten TLRs zu Uberprufen, wurden
HEK293-Zellen in 24-well Platten auf Deckglaschen ausgesat. Am darauffolgenden Tag
erfolgte die Transfektion der entsprechenden Plasmide mittels ExGen 500 (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland). Nach 24 Stunden wurden die Zellen 15-20 min mit einer 3,7%-
igen Formaldehydlosung fixiert. Da die im Rahmen dieser Arbeit zu farbenden Epitope alle
extrazellular lagen (N-terminale Flag-Markierung), wurde auf eine Permeabilisierung der
Zellen verzichtet. 24 bis 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit 10%
Humanserum bei Raumtemperatur blockiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem
Erstantikorper (Anti-FLAG, SIGMA, Missouri, USA) fur 45 min in einer feuchten Kammer
bei Raumtemperatur. Die Verdunnung des Antikdrpers wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem
Zweitantikorper (FITC-conjugated AffiniPure Anti-Kaninchen, Dianova, Hamburg,
Deutschland) bei einer Verdunnung von 1:200 fur 30 min gefarbt. AnschlieRend wurden
die Zellen erneut mit PBS gewaschen und mit Moviol, Fluka, Seelze, Deutschland, auf
dem Objekttrager fixiert. Nach Versiegelung der Rander mit Nagellack wurden die Proben

bei 4°C gelagert. Die Auswertung der Praparate erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

3.3.7 Zytokinbestimmung mittels ELISA

TNFa und IL10 aus Zelliberstanden wurden quantitativ mittels kommerziell erworbener
ELISA-Kits (Duoset, R&D Systems, Minneapolis, MN) nach Angaben des Herstellers

bestimmt.

3.3.8 Transfektion von HEK293-Zellen
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3.3.8.1 Transfektion mit Calciumphosphat

Um die NFkB-abhangige ELAM-1-Luciferasereporteraktivitat nach Stimulation zu messen,
wurden verschiedene Rezeptorplasmide zusammen mit einem Luciferasereporterplasmid
in HEK293-Zellen transient transfiziert. Die Transfektion erfolgte in 6-well Platten unter
Verwendung einer Calciumchloridldsung und HEPES-Puffer bei einer eingesetzten
Plasmid-DNA-Gesamtkonzentration  von  50-100 ng/ml  bezogen auf das
Gesamtzellkulturvolumen (Sing et al. 2002). Neun Stunden nach Transfektionsbeginn
erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 24 Stunden waren die von den transfizierten Plasmiden
kodierten Rezeptoren exprimiert.

Mittels B-Galaktosidase-Plasmid wurde die Transfektionseffizienz der Versuche Uberpruft

und normalisiert.

HEPES- Puffer: 1,64 g NaCl; 1,19 g HEPES; 0,0267 Na,HPO,; ad 100 mL Ampuwa;
pH 7,08- 7,10 mit 5N NaOH einstellen
CaCly-Lsg.: 2,5 M CaCl;in Ampuwa

3.3.8.2 Transfektion mit ExGen 500

Zur Immunfluoreszenzfarbung von plasmidkodierten Rezeptoren wurden diese mit Hilfe
des Transfektionsreagens ExGen 500 (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers in HEK293-Zellen transfiziert. Hierzu wurden die HEK293-Zellen
in  24-well-Platten auf Deckglaschen ausgesat. 24 bis 48 Stunden nach
Transfektionsbeginn wurden die Zellen mit den exprimierten Rezeptoren fur die

Immunfluoreszenzfarbung verwendet.

3.3.9 Bestimmung der NFkB-abhangigen Luciferaseaktivitat

Die transfizierten HEK293-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, 24 Stunden
nach Transfektionsbeginn fur sechs Stunden mit dem jeweiligen Stimulus inkubiert.
Anschlie®end erfolgte die Lysierung mittels eines Luc-Lysepuffers und Umpipettierung in
eine 96-well Mikrotiterplatte. Die Messung der Luciferaseaktivitat wurde unter Zugabe von
Luciferin-Substrat in einem Chemoluminometer (BERTHOLD) gemessen (Sing et al.,

2005). Die relative Luciferaseaktivitat wurde aus dem Quotienten der stimulierten und
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unstimulierten Proben errechnet.

LUC- Lysepuffer: 1,4 g K;HPO,; 0,267 g KH.PO,4 in 90 mL Ampuwa lésen, auf pH 7,8 einstellen; 400
pL 0,5 M EDTA; 1 mL TritonX-100; 0,5 g BSA;

ad 100 mL Ampuwa; bei —20 °C lagern;
zu 10 mL Puffer frisch zugeben: 100 yL 100 mM DTT

Luciferin- Substrat: 20 mM Tricine; 1,07 mM (MgCO3)sMg(OH).X 5H,0; 0,1 mM EDTA,;
pH 7,8 mit 1 M HCI einstellen
33,3 mM DTT; 270 pM Lis- Coenzyme A; 470 uM D(-)- Luciferin; 530 yM Mg- ATP

3.4 Organentnahmen

Die Entnahme von Knochenmarks- und Peritonealmakrophagen wurden entsprechend
dem genehmigten Tierversuchsantrag Az. 55.2-1-54-25 31.6-4-01 durchgefuhrt.

3.4.1 Mause

Alle verwendeten Mause haben den genetischen Hintergrund von C57BL/6.

Typ Hersteller (Referenz)
Wildtyp C57BL/6 Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, USA
TLR2-defizient (TLR2-/-) Tularik Inc., San Francisco, CA, USA (Werts et al., 2001)

TLR1-defizient (TLR1-/-) Department of Host Defense, Research Institute for
Microbial Diseases, Osaka University, Japan (Takeuchi et
al., 2002)

TLR6-defizient (TLR6-/-) Department of Host Defense, Research Institute for
Microbial Diseases, Osaka University, Japan (Takeuchi et
al., 2001)

CD14-defizient (CD14-/-) | Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, USA

Alle Mause wurden unter SPF (Specific Pathogen Free)-Bedingungen im Tierhaus des
Max-von-Pettenkofer Instituts gehalten. Es wurden zwischen sechs und acht Wochen alte

Mause verwendet.
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3.5 Statistische Auswertungen

In vitro-Experimente wurden mindestens funfmal durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt. Die statistische Analyse wurde mittels
doppelseitigem Student t- Test bzw. Wilcoxon Test durchgefuhrt. Unterschiede wurden als

statistisch signifikant bewertet, wenn die P- Werte < 0,05 waren.
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4 Ergebnisse

4.1 Weder TLR1 noch TLR6 ermoglichen eine TLR2-abhdngige Signaltransduktion
durch LcrV ohne CD14

Die Fahigkeit von LcrV, eine TLR2/CD14-abhangige Signaltransduktion zu induzieren,
wurde erstmals im Transfektionsmodell beschrieben. Die Transfektionen der vorliegenden
Arbeit zur Messung der NF-kB-Aktivitat erfolgten nach dem gleichen Protokoll wie in der
zitierten Veroffentlichung, d.h. mittels CaCl.-Transfektion von HEK293-Zellen (human
embryonic kidney cells) und unter Nutzung eines Luciferase-Reporters (Sing et al., 2002).
Aus den zitierten Untersuchungen ging hervor, dass TLR2 flr eine Signaltransduktion
nach Stimulierung mit LcrV alleine nicht ausreichend ist. Erst durch die zusatzliche
Prasenz von CD14 kann eine Aktivierung der Zelle durch LcrV erfolgen. Dagegen ist bei
anderen TLR2-Liganden eine Erkennung und Signalwirkung erst durch Kooperation mit
TLR1 bzw. TLR6 mdglich. CD14 besitzt bei den meisten anderen TLR2-Liganden lediglich
eine verstarkende Funktion und erhdht die Effektivitat der Reaktion. Die Prasenz ist jedoch
nicht essentiell, um die TLR2-Signalkaskade zu aktivieren. Daher sollte untersucht
werden, ob durch eine Rezeptorkombination aus TLR2 mit TLR1 oder TLR6 auch in
Abwesenheit von CD14 eine NF-kB-Aktivitatserhhung nach Stimulation mit LcrV induziert
werden kann.

Bei den Transfektionsuntersuchungen bestatigte sich allerdings die strikte CD14-
Abhangigkeit. Nach sechsstundiger Stimulierung ermoglichten weder TLR1 noch TLR6
eine signifikante Steigerung der NFkB-Aktivitat nach Stimulation mit LcrV in TLR2-
transfizierten HEK293-Zellen. Lediglich CD14 konnte eine essentielle Funktion zugeordnet
werden, da nur die Kombination von TLR2 mit CD14 zu einer LcrV-bedingten Erhohung
der Luciferaseaktivitat fuhrte (Abb. 4). Die Kontrolltransfektionen mit alleiniger Expression
von TLR1, TLR2, TLR6 oder CD14 zeigten allesamt keine LcrV-Antwort.
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Abb. 4: Weder TLR1 noch TLR6 ermdglichen eine TLR2-abhédngige Signaltransduktion
durch LcrV. HEK293-Zellen wurden transient transfiziert, so dass sie ELAM-1-
Luciferasereporter, TLR1, TLR6 und CD14 mit oder ohne TLR2 exprimierten. Nach 24 h wurden
die Zellen fur weitere 6 h mit rLcrV (5 pg/ml) stimuliert, oder unstimuliert gelassen. AnschlielRend
erfolgte die Bestimmung der Luciferaseaktivitdt und die Berechnung der relativen Aktivitat
bezogen auf unstimulierte Zellen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei
unabhangigen Versuchen.

Im Gegensatz zur LcrV-induzierten Stimulation war die zusatzliche Expression von CD14
fur bekannte TLR2-Agonisten keine Voraussetzung fur eine NFkB-Aktivierung. Wie bereits
zuvor beschrieben, verstarkte die zusatzliche Prasenz von CD14 aber die Signalwirkung
(Nakata et al., 2006, Schroder et al. 2004). Als TLR2/TLR6-Ligand wurde MALP-2 (Alexis
Biochemicals, San Diego, USA) verwendet; PamCysPamSK4 (emc microcollections,
Tubingen, Deutschland) fungierte als Kontrolle fur eine TLR2/TLR1-Stimulation (Omueti et
al., 2005). Beide Lipopeptide besalRen in der zitierten Veroffentlichung die hdchste
Spezifitat im Vergleich zu anderen Lipopeptid-Agonisten.

Alleinige Expression von TLR2 war in allen Versuchen ausreichend, um eine Induktion zu

erzielen. Die Oberflachenprasenz des entsprechenden zusatzlichen TLR2-
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Interaktionspartners fuhrte jedoch zu einer Signalverstarkung (TLR6 bei MALP-2; TLR1
bei PamCysPamSK,) (Abb. 5). Die zusatzliche Expression von CD14 fuhrte in beiden
Fallen zu einer deutlichen Verstarkung der Signalwirkung. Dagegen blieben die
Kombinationen aus TLR1 bzw. TLR6 mit CD14 nach Stimulation ohne Wirkung (Abb. 5).
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Abb. 5: CD14 verstarkt die Signalaktivitat. HEK293-Zellen wurden transient transfiziert, so
dass sie ELAM-1-Luciferasereporter sowie verschiedene Kombinationen aus TLR2, TLR1, TLR6
und CD14 exprimierten. Nach 24 h wurden die Zellen fiir weitere 6 h mit MALP-2 (5 ng/ml) oder
PamCysPamSK. (100 ng/ml) stimuliert. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. AnschlieRend
erfolgte die Bestimmung der Luciferaseaktivitat und Berechnung der relativen Aktivitat. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen.

4.2 TLR1 und TLR6 fuhren zu keiner signifikanten Erhohung der TLR2/CD14-
abhangigen NFkB-Aktivitat durch LcrV

Die Transfektionsexperimente zeigten, dass es bei Expression von TLR2 und CD14 zu

einer signifikant erhohten Signaltransduktion nach sechsstundiger Stimulierung durch LcrV
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kommt. TLR1 oder TLR6 dagegen ermoglichten dies alleine mit TLR2 in Abwesenheit von
CD14 nicht. Da TLR1 und TLR6 aber bekannte Interaktionspartner von TLR2 sind, sollte
im nachsten Schritt untersucht werden, ob es bei zusatzlicher Anwesenheit einer der
beiden Korezeptoren zu einer Veranderung der TLR2/CD14-induzierten NF-kB-Aktivitat
kommt.

Nach sechsstindiger Stimulierung mit LcrV veranderten jedoch weder zusatzlich
exprimiertes TLR1 noch TLR6 die Luciferase-Reporter-Aktivitat signifikant im Vergleich zu
HEK293-Zellen, die lediglich mit TLR2 und CD14 transfiziert wurden. Dennoch konnte
beobachtet werden, dass die Oberflachenexpression von TLR1 zu leicht hdheren Werten
fuhrte. Als Negativkontrolle dienten transfizierte HEK293-Zellen, die mit PBS stimuliert
wurden (Abb. 6).
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N TLR2 + CD14 l
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Abb. 6: Koexprimiertes TLR1 oder TLR6 verstiarken nicht das TLR2/CD14-abhédngige Signal
durch LcrV. HEK293-Zellen wurden transient mit ELAM-1-Luciferasereporter, sowie
verschiedenen Rezeptorkombinationen aus TLR1, 2, 6 und CD14 kotransfiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen fiur weitere 6 h mit rLerV (5 pg/ml) stimuliert. Unstimulierte Zellen (Zugabe von
PBS 10ul/ml) diente als Kontrolle. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Luciferaseaktivitat

und Berechnung der relativen Aktivitat. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von
drei unabhangigen Versuchen.
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4.3 TLR2-P681H hebt die LcrV-induzierte Signalwirkung auf

TLR2 kann Uber seine extrazellulare N-terminale Domane (LRR) Liganden erkennen und
Uber seine cytoplasmatische C-terminale TIR-Domane das entsprechende Signal
intrazellular weiterleiten.

Um zu untersuchen, ob bei einer Kooperation von TLR2 mit TLR1 oder TLR6 das Signal
auch Uber den entsprechenden kooperierenden Partner intrazellular weitergeleitet werden
kann, wurden Transfektionsversuche mit HEK293-Zellen mittels modifiziertem TLR2-TIR
durchgefuhrt. Bei der TLR2-P681H-Mutante (Prolinrest gegen Histidinrest ausgetauscht)
ist die extrazellulare Ligandenbindung beibehalten, aber auf Grund eines
Kodonaustausches (P681H) in der TIR-Domane die Fahigkeit der Signaltransduktion
verloren gegangen. Die P681H-Konversion deaktiviert die MyD88-Bindungstelle und
verhindert so die Auslosung einer intrazellularen Signalkaskade (Underhill et al., 1999).
Durch  Kristallisationsstudien  war  bestatigt worden, dass es trotz des
Aminosaureaustausches in der cytoplasmatischen Doméane zu keiner Anderung in der
Faltung des Rezeptors kommt (Xu et al., 2000). Bei gemeinsamer Transfektion mit den
Kooperationspartnern TLR1 oder TLR6 sollte untersucht werden, ob ein Signal trotz
inaktiver TIR-Domane uUber den cytoplasmatischen Teil des TLR1- bzw. TLRG6-
Interaktionspartners in das Zellinnere weitergeleitet wird (Abb. 7B).

Aus den Untersuchungen ergab sich, dass die Mutante TLR2-P681H in Kombination mit
CD14, welches alleine keine Signalkaskade aktivieren kann, keine Reporterinduktion der
transfizierten Zellen durch LcrV ermdoglichte. Allerdings fuhrte auch die Koexpression von
TLR1 oder TLR6 mit TLR2-P681H zu keiner LcrV-abhangigen NFkB-Aktivierung. Dieses
Ergebnis war unabhangig vom Stimulus, so dass neben LcrV (Abb. 7A) auch die
TLR1/TLR2-Kontrolle mit PamCysPamSK4 sowie die TLR6/TLR2-Kontrolle mit MALP-2
ohne Wirkung blieben (Daten nicht gezeigt). Die Interaktion des mutierten TLR2-P681H
mit unmodifiziertem TLR1 oder TLR6 ermdoglichte somit keine Signaltransduktion Uber die
cytosolische Domane der Kooperationspartner. Erst bei zusatzlicher Transfektion von
Wildtyp-TLR2 konnte eine erhohte NF-kB-Aktivitat gemessen werden. Diese war jedoch
deutlich geringer im Vergleich zu Zellen, die ausschlieRBlich die Ubliche
Rezeptorkombination aus unmodifiziertem TLR2 zusammen mit CD14 exprimierten (Abb.
7A).
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verhindert eine LcrV-induzierte Stimulus
Signalwirkung. HEK293-Zellen
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Luciferasereporter, sowie
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Rezeptorkombinationen aus TLR1 TLR2-P681H
TLR1, 2, 6 und CD14, sowie
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7B: Schematische Darstellung Signal-
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Punktmutation ist die Fahigkeit aufgehoben
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Auch bei Fehlen der intrazellularen Domane von TLR2 (AicdTLR2) kam es zu keiner
Signaltransduktion nach Zugabe von LcrV. Die Koexpression von AicdTLR2 mit TLR1,
TLR6 oder CD14 fuhrte zu keiner Erhohung der gemessenen Luciferaseaktivitat nach
entsprechender Stimulation. Somit war auch hier keine Signaltransduktion Uber einen
Interaktionspartner moglich. Lediglich die Koexpression von Wildtyp-TLR2 mit AicdTLR2
und CD14 erlaubte wiederum eine Reporteraktivierung durch LcrV (Abb. 7A).

4.4 Sowohl die intra- als auch die extrazellulare Domane von TLR2 sind fiir die LcrV-

induzierte Signalwirkung notwendig

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von TLR1 und TLR6 in der TLR2/CD14 abhangigen
Signaltransduktion wurden Chimaren verwendet, bei denen durch ,domain swapping® die
extra- und intrazellularen Domanen der unterschiedlichen TLRs gegeneinander vertauscht
wurden (TLR1-2, TLR 2-1, TLR6-2, TLR2-6; extrazellulare Domane des entsprechenden
TLRs zuerst genannt) (Abb. 8). TLR1-2 und TLR2-1 standen dabei im Rahmen einer
Kooperation mit Hr. Finberg (Sandor et al. 2003) zur Verfugung. Mit Hilfe dieser TLR-
Chimare konnte die Relevanz der intra- und extrazelluldaren Domanen in Hinblick auf

verschiedene Liganden der Rezeptorkombination TLR1/TLR2 gezeigt werden.
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Abb. 8: TLR1-2 und TLR2-1: Schematisches Modell zum ,domain swapping“. Die
extrazellularen Domanen von TLR1 und TLR2 wurden wechselseitig ersetzt. Kotransfektion und
-expression beider Chimaren ermdglichten die Signalweiterleitung bei entsprechendem Stimulus
(Sandor et al. 2003).

Die Chimaren TLR6-2 und TLR2-6 wurden im Rahmen dieser Arbeit analog zu den
publizierten TLR1-2- und TLR2-1 Chiméaren hergestellt.

Die Oberflachenexpression der Chimare wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
dargestellt. Dabei diente eine N-terminale Flag-Markierung am extrazellularen Teil des
Rezeptors als Ligand flr den ersten Antikdrper. Um nur die auf der Zelloberflache
exprimierten Rezeptoren sichtbar zu machen, erfolgte vor der Farbung keine

Permeabilisierung der Zellen (Abb. 9).
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A Abb. 9: Membranstiandige

Expression von TLR2-6 und
TLR6-2. Die Farbung der TLR6-2
oder TLR2-6 transfizierten Zellen
erfolgte Uber eine N-terminale
Flag-Markierung und FITC-
Antikorper ohne vorherige
Permeabilisierung. Anschliel3end
wurden die Praparate im
Immunfluoreszenzmikrosp
untersucht. (A) Untransfizierte
Zellen. (B) Nach Transfektion von
TLR6-2: Erfolgreich transfizierte
Zellen liegen unterhalb einer

untransfizierten Zelle. (C) Nach
control Transfektion mit TLR2-6 (von links
nach rechts): Phasenkontrast-,
Fluoreszenz- und Uberlagerte
Aufnahme.
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Allerdings zeigten die chimaren Paare TLR6-2/TLR2-6 mit oder ohne CD14 nach
Transfektion und Messung der NFkB-Reporter-Aktivitat wie bei den vorhergehenden
Versuchen keine Aktivierung der TLR-Signaltransduktionskaskade. Dies galt fur

Stimulation mit LcrV und dem TLR2-Agonisten PamCysPamSK. ebenso wie mit den
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TLR2/TLR6-Agonisten MALP-2 und FSL-1 (Daten nicht gezeigt). Auch die Koexpression
von CD14 mit TLR6-2 und TLR2-6 verhalf den Chimaren nicht zu einer NFkB-Aktivierung,
so dass von einem Verlust der Signalweiterleitung durch den TLR-Domanenaustausch
ausgegangen werden muss.

Anders verhielt es sich mit den Chimaren TLR1-2 und TLR2-1. Die Funktionalitat der
Konstrukte konnte mit den entsprechenden TLR2/TLR1-Agonisten PamCysPamSK,
gezeigt werden (Abb. 10A). HEK293-Zellen, die mit nur einem der beiden Rezeptoren
transfiziert waren, wiesen unabhangig vom TLR2-Agonisten keine messbare NF-kB-
Reporter-Aktivitatszunahme auf. Lediglich Zellen, die beide Chimaren exprimierten,
zeigten nach Stimulierung mit dem TLR1/TLR2-Agonisten PamCysPamSK. eine starke
Signalaktivitat. Dies war auch ohne CD14 der Fall, das wiederum lediglich verstarkende
Wirkung besal’. Dagegen kam es zu keinem Stimulationseffekt durch den TLR6/TLR2-
Agonisten MALP-2, was die Spezifitat der Chimaren demonstrierte (Abb. 10A).

Ahnlich verhielt sich LcrV mit der bereits bekannten CD14-Abhangigkeit. HEK293-Zellen,
die nur einen der beiden Chimaren exprimierten, zeigten auch in Anwesenheit von CD14
keine ansteigende Luciferaseaktivitat nach LcrV-Behandlung. Dagegen fihrte die
Kotransfektion von TLR1-2 und TLR2-1 zu einer signifikant erhohten NF-kB-Aktivitat nach
Stimulation mit LcrV (Abb. 10B).
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Abb. 10: Koexpression von TLR1-2 und TLR2-1 ermdglicht eine CD14-abhidngige
Signaltransduktion durch LcrV. HEK293-Zellen wurden fransient mit ELAM-1-
Luciferasereporter, sowie TLR1-2 und/oder TLR2-1 in Kombination mit CD14 wie dargestellt
kotransfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fur weitere 6 h mit (A) PamCysPamSK, (100 ng/ml),
MALP-2 (5 ng/ml) oder (B) rLcrV (5 pg/ml) stimuliert, oder unstimuliert gelassen. Anschliel3end
erfolgte die Bestimmung der Luciferaseaktivitdt und Berechnung der relativen Aktivitat. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen.
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Somit konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus TLR1-2 und TLR2-1 zusammen
mit kotransfiziertem CD14 eine LcrV-induzierte Signaltransduktion zulasst. Es stellte sich
daher die Frage, ob dies auch bei gemeinsamer Transfektion von einem der beiden
Chimaren zusammen mit dem modifizierten TLR2-P681H mdglich ist, da bei gemeinsamer
Expression von TLR1-2 mit TLR2-P681H sowohl eine funktionierende intra- als auch
extrazellulare Domane von TLR2 prasent ist (Abb. 11A). Dies stinde in Analogie zu der
durch gemeinsame Expression sowie Interaktion von TLR1-2 und TLR2-1 ermdglichten
Signaltransduktion bei Stimulierung durch die entsprechende Agonisten (PamCysPamSK4
und LcrV).

Die Kotransfektion von TLR2-P681H zusammen mit einer der Chimaren flhrte jedoch zu
keinerlei Zunahme der Luciferaseaktivitdt nach Stimulierung mit LcrV (Abb. 11A),
PamCysPamSK. oder MALP-2 (Daten nicht gezeigt).

. Abb. 11A: Schematisches Modell
A Stimulus der Koexpression von TLR1-2 mit
TLR2-P681H. Durch die gemeinsame
- Expression sind wie bei der
signaltransduzierenden  Kombination
aus TLR1-2 und TLR2-1 sowohl eine
funktionierende intra- als auch
extrazellulare Domane prasent.
11B: Koexpression von TLR2-P681H
TLR1-2 TLR2-P681H i TLR1.2 oder TLR2A ermédglicht
keine Signaltransduktion. HEK293-
Zellen wurden transient mit ELAM-1-
Luciferasereporter und TLR2-P681H,
sowie zusatzlich mit TLR1-2, TLR2-1
in Ab- und Anwesenheit von CD14
kotransfiziert. Nach 24h wurden die
Zellen far weitere 6h mit
PamCysPamSK, (100 ng/ml), MALP-2
(5 ng/ml) oder rLervV (5 pg/ml)
stimuliert. AnschlieBend erfolgte die
Bestimmung der Luciferaseaktivitat
und Berechnung der Induktion. Die
Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von drei
unabhangigen Versuchen.

Kein Signal
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4.5 IL10-Produktion TLR-defizienter Peritonealmakrophagen

Um die Ergebnisse der TLR-Transfektionen in HEK293-Zellen zu Uberprifen, wurden
Makrophagen von TLR1-, TLR2- und TLR6-Knock-out-Mausen, sowie von isogenen
Wildtypmausen verwendet. Makrophagen von CD14-defizienten Mausen dienten als
weitere Kontrolle. Als Aktivierungsparameter wurde die Agonisten-induzierte TNFa- oder
IL10-Freisetzung untersucht. Als Kontrollstimuli fiur TLR1 und TLR6 dienten analog zu den
transfizierten HEK293-Zellen die Agonisten PamCysPamSKs; und MALP-2. Als TLR2-
Agonist wurde zusatzlich Pams;Cys zur Kontrolle der TLR2-defizienten Makrophagen
eingesetzt.

Zunachst wurde die induzierte IL10-Freisetzung nach entsprechender Inkubation und
Stimulation bestimmt. Eindrucksvoll wirkte sich hierbei die TLR-Defizienz bei den
verwendeten Kontrollstimuli aus (Abb. 12). Zu einer volligen Aufhebung der IL10-Antwort

kam es auch bei langerer Stimulation von TLR6-defizienten Makrophagen durch MALP-2.



Ergebnisse 46

Der gleiche Effekt war fur PamsCys bei fehlendem TLR2 zu sehen. Im Vergleich zu
Wildtypmakrophagen kam es kaum zu einem Anstieg der IL10-Produktion. Weniger stark
war das Ergebnis bei PamCysPamSK, sichtbar, wo es sowohl bei TLR1- als auch TLR2-
Defizienz zu einer Verminderung der Zytokinproduktion, nicht jedoch zu einem vdlligen
Verschwinden der Zytokinantwort kam. Dieselbe Beobachtung war, bei Inkubation von
TLR2-knock-out-Makrophagen mit  MALP-2 zu sehen. Die Reduktion der
Zytokinexpression geschah nicht in einer solch drastischen Weise wie bei TLR6-Defizienz,
zeigte aber die Relevanz von TLR2 flir MALP-2. Es konnte ebenfalls beobachtet werden,
dass sich das Fehlen von TLR1 bzw. TLR6 nicht signifikant auf die Stimulierung durch den
TLR2-Agonisten PamsCys auswirkte (Abb. 12).
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Abb. 12: IL10-Produktion von PPMs nach Stimulation. Peritonealmakrophagen aus TLR-
defizienten Mausen mit dem Hintergrund C57BL/6 wurden fur vier Stunden mit MALP-2 (5
ng/ml), PamCysPamSK, (100 ng/ml) oder Pams;Cys (100 ng/ml) stimuliert bzw. unstimuliert
gelassen (unstimulierte PPMs siehe Abb. 13). Die Bestimmung der IL10-Konzentration erfolgte
aus dem Zelluberstand.

Wie schon zuvor beschrieben, kam es durch Stimulierung mit LcrV bei TLR2-Defizienz zu

einer deutlichen Verminderung der IL10-Expression (Sing et al., 2002b). Die Auswirkung
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war allerdings nicht so deutlich wie im Falle von Pams;Cys, wo TLR2-Defizienz zu einer
kompletten Aufhebung im Vergleich zu Wildtypmakrophagen flihrte. Dagegen hatte das
Fehlen von TLR6 keinen Einfluss auf die LcrV-bedingte Zytokinproduktion. TLR1-Defizienz
wirkte sich durch eine geringe Verminderung der IL10-Produktion aus. Im Vergleich zur
TLR2-Defizienz war sie bei weitem schwacher ausgepragt, lag aber im signifikanten
Bereich (Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von TLR-Defizienzen auf LcrV-induzierte IL10-Produktion.
Peritonealmakrophagen aus TLR-defizienten Mausen mit dem Hintergrund C57BL/6 wurden flr
vier Stunden LcrV (5 pg/ml) stimuliert bzw. unstimuliert gelassen. Die Bestimmung der IL10-
Konzentration erfolgte aus dem Zellkulturtiberstand mittels ELISA.

Der starkste Einfluss auf eine LcrV-bedingte Stimulation war bei CD14-defizienten
Makrophagen zu sehen (Abb. 14). Es kam zu einer kompletten Aufhebung der Induktion
der IL10-Freisetzung im Vergleich zu Wildtypmakrophagen durch LcrV. Dagegen war in
Hinblick auf die IL10-Messungen die Prasenz von CD14 fir die verwendeten lipoiden
TLR2-Agonisten von keiner signifikanten Bedeutung (Hasebe et al., 2006). Als Beispiel
daflr ist in Abb. 14 neben LcrV die Stimulation mit PamsCys dargestelit.
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Abb. 14: CD14-Defizienz hebt die LcrV induzierte IL10-Produktion auf.
Peritonealmakrophagen aus Wildtyp- und CD14-defizienten Mausen mit dem Hintergrund
C57BL/6 wurden fur vier Stunden mit LcrV (5 pyg/ml) oder Pams;Cys (100 ng/ml) stimuliert bzw.
unstimuliert gelassen. Die Bestimmung der IL10-Konzentration erfolgte aus dem
Zellkulturiberstand mittels ELISA.

4.6 Zytokinproduktion TLR-defizienter Knochenmarksmakrophagen

Da die Gewinnung von Knochenmarksmakrophagen (BMDM, bone marrow derived
macrophages) sehr ergiebig ist, wurden diese verwendet, um die Kinetik der
Zytokinfreisetzung zu bestimmen. Dabei sollte analog zu den Versuchen mit
Peritonealmakrophagen ebenfalls ein mdglicher Einfluss einer TLR1- oder TLR6-Defizienz
auf die Zytokinproduktion durch LcrV bewertet werden.

Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Auswirkungen in der IL10-Produktion nach
Stimulierung mit LcrV (Abb. 15B). Auch TLR1-Defizienz, die in PPMs geringe
Unterschiede zeigte, blieb Uber einen Zeitraum von 24 Stunden im Vergleich zu

Wildtypmakrophagen unverandert. Nach 48 Stunden waren geringflugige Differenzen
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sichtbar. Dagegen bestatigten die Kontrollagonisten ihre entsprechende Abhangigkeit von
der TLR1- bzw. TLR6-Prasenz. Ahnlich wie mit PMMs beschrieben, fiihrte TLR1-Defizienz

bei Stimulation mit PamCysPamSKa4 zu einer deutlich verminderten Zytokinantwort (Abb.

15C). Noch deutlicher war wiederum der Einfluss der TLR6-Defizienz auf die
Zytokininduktion durch MALP-2, die im Vergleich zu TLR1-defizienten oder
Wildtypmakrophagen komplett aufgehoben war (Abb. 15D).
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Abb. 15: TLR1- und TLR6-defizente BMDMs zeigen keine Veranderung in der LcrV-
induzierten IL10-Expression. Knochenmarksmakrophagen aus Wildtyp-, TLR1 und TLR6-
defizienten Mausen mit dem Hintergrund C57BL/6 wurden fiir 3, 6, 24 und 48 Stunden mit LcrV (5
pa/ml), MALP-2 (5 ng/ml) oder PamCysPamSK, (100 ng/ml) stimuliert bzw. unstimuliert gelassen.
Die Bestimmung der IL10-Konzentration erfolgte aus dem Zellkulturiberstand mittels ELISA.

Das analoge Bild zeigte sich bei der Messung von TNFa. Hinsichtlich LcrV kam es zu

keinem signifikanten Unterschied bei TLR1- oder TLR6-Defizienz im Zeitraum Uber 24
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Stunden. Die Kontrollstimuli MALP-2 und PamCysPamSK. bestatigten funktionell die

Defizienz von TLR6 bzw. TLR1 (Abb. 16).
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Abb. 16: TLR1- und TLR6-defizente BMDMs zeigen keine Veranderung in der LcrV-
induzierten TNFa-Expression. Knochenmarksmakrophagen aus Wildtyp-, TLR1 und TLR6-
defizienten Mausen mit dem Hintergrund C57BL/6 wurden fir 3, 6, 24 und 48 Stunden mit LcrV
(5 pg/ml), MALP-2 (5 ng/ml) oder PamCysPamSK, (100 ng/ml) stimuliert bzw. unstimuliert
gelassen. Die Bestimmung der TNFa-Konzentration erfolgte aus dem Zellkulturiberstand mittels

ELISA.

CD14-Defizienz hatte in Bezug auf LcrV wiederum den starksten Effekt. Zu den frihen
Zeitpunkten war die Expression von IL10 (Abb. 17) oder TNFa (Abb. 18) komplett

aufgehoben. Auch mit zunehmender Stimulationdauer kam es nur zu einem moderaten

Anstieg, der im Vergleich zu Wildtypmakrophagen deutlich vermindert war. Die Stimulation

durch PamsCys blieb bei CD14-Defizienz wiederum ohne signifikante Beeinflussung.
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Abb. 17: CD14-Defizienz hebt die LcrV-
C 400 induzierte IL10-Freisetzung auf.
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Abb. 18: CD14-Defizienz hebt die LcrV-
C 4000 induzierte TNFa-Expression auf.
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5 Diskussion

Die Pathogenitat der Yersinien wird wesentlich von dem plasmid-kodierten T3SS und den
in die Wirtszelle translozierten Effektorproteinen (Yops) bestimmt. Daneben hat bei Y.
enterocolitica Serotyp O:8 auch LcrV, das primar an dem Aufbau der Translokationspore
YopB/YopD beteiligt ist, eine indirekte pathogenetische Bedeutung.

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Signalwirkung von LcrV O:8 auf das angeborene
Immunsystem und die nachfolgende Freisetzung der immunmodulatorischen Zytokine
TNFa und IL-10. Die angeborene Immunantwort erlaubt dem Organismus ein sofortiges
Erkennen eingedrungener Erreger und die Ausschuttung von proinflammatorischen
Substanzen. Pathogene Erreger konnen diese erste Abwehr durch verschiedenste
Methoden umgehen. Humanpathogene Yersinien machen sich hierbei Uber LcrV die
Induktion des immunsuppressiven Zytokins IL10 zunutze, um durch Immunmodulation
eine inflammatorische Reaktion zu vermeiden.

Der von Sing et al. 2002 beschriebene durch LcrV ausgeléste TLR2/CD14-abhangige
Signalweg stellt einen neuen Mechanismus von Y. enterocolitica 0O:8 dar, die
Immunantwort des Wirtes zu modulieren. Betrachtet man andere bekannte TLR2-
Agonisten, dann fallt auf, dass es sich um Lipoproteine/Lipopeptide, Peptidoglykane oder
Glykolipide handelt (Akira et al., 2006). Die TLR2-Interaktionspartner TLR1 und TLRG6
erkennen unterschiedlich acylierte Lipopeptide (Omueti et al. 2005; Buwitt-Beckmann et
al., 2005 u. 2006). LcrV besitzt als unmodifiziertes Protein ohne Lipid- oder Zuckerreste
keine strukturelle Ahnlichkeit mit den anderen TLR2-Agonisten. Wegen dieser
Besonderheit sollte Uber die beschriebene TLR2/CD14-abhangige Signalwirkung von LcrV

hinaus die mégliche Rolle von TLR1 und TLR6 Uberprift werden.

5.1 TLR1 und TLR6 haben keinen signifikanten Einfluss auf die LcrV-induzierte,
TLR2-abhangige Signalwirkung

TLR2 wird von einem breiten Spektrum von strukturell unterschiedlichen Agonisten
aktiviert und kooperiert dabei mit mehreren membranstandigen Interaktionspartnern. Dies
erlaubt nicht nur die Erkennung verschiedener Liganden, sondern auch deren
Diskriminierung und Einleitung eines spezifischen Abwehrprogramms durch das

Immunsystem. Dabei ist TLR2 der einzige bekannte humane Toll-like-Rezeptor, der mit
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anderen TLRs (TLR1 und TLRG6) heterodimerisiert (Ozinsky et al., 2000; Zhang et al.,
2002). TLR1 und TLR6 sind dabei auf die Interaktion mit TLR2 angewiesen, da sie alleine
nicht in der Lage sind, die TLR- Signalkaskade zu aktivieren.

Die Diskriminierung der Liganden konnte eindrucksvoll anhand der Zytokinproduktion von
Makrophagen TLR-defizienter Mause bestatigt werden, die mit den entsprechenden
Agonisten stimuliert wurden. Wahrend TLR2-Defizienz bei Stimulation durch den TLR2/6-
Agonisten MALP-2 zu einer deutlichen Verminderung der Zytokinproduktion flhrte, war
diese bei Makrophagen TLRG6-defizienter Mause sogar komplett aufgehoben. Einen
ahnlichen Effekt zeigte der TLR2-Agonist PamsCys hinsichtlich der Zytokinproduktion bei
TLR2-defizienten  Makrophagen. Bei  Stimulation mit dem  TLR1/2-Liganden
PamCysPamSK: war die Zytokinproduktion im Vergleich zu Wildtypmakrophagen sowohl
bei TLR1- als auch bei TLR2-Defizienz stark vermindert. Dagegen blieb TLR6-Defizienz
ohne Auswirkung und flhrte zu einem hohen Anstieg der Zytokinantwort. Hinsichtlich des
untersuchten Virulenzproteins LcrV konnte die bereits beschriebene Wirkung bestatigt
werden, dass TLR2-Defizienz zu einer deutlichen Minderung der TNFa/IL10-Freisetzung
im Vergleich zu Wildtypmakrophagen fuhrt (Sing et al., 2002). Allerdings war der
Unterschied mit TLR2-/- Makrophagen nicht so deutlich wie bei transfizierten HEK293-
Zellen mit NFkB- Reporter (Abb. 13 und 17).

Bei Untersuchung der Rolle von TLR1 und TLR6 in Bezug auf LcrV zeigte sich anhand der
Makrophagenversuche, dass das Fehlen von TLR6 keinen Einfluss auf die LcrV-induzierte
TNFa/IL10-Freisetzung besitzt. Schwieriger stellte sich die Einschatzung bei fehlendem
TLR1 dar, wo entsprechende Peritonealmakrophagen eine geringe Minderung in der IL10-
Freisetzung zeigten. Dennoch kann der Prasenz von TLR1 auf Grund des schwachen
Effektes kein entscheidender Einfluss in der Signalwirkung von LcrV zugeschrieben
werden. Hinzu kommen die Ergebnisse der Knochenmarksmakrophagen, die sowohl bei
TLR1- als auch bei TLR6-Defizienz nach Stimulation durch LcrV keinen signifikanten
Unterschied zeigten. Somit bleibt als Toll-like-Rezeptor lediglich TLR2 essentiell fur eine
Aktivierung durch LcrV.

Die Reduktion der IL10-Expression bei TLR2-defizienten Makrophagen im Vergleich zu
isogenen Wildtypmausen nach Stimulierung mit LcerV war in den Versuchen deutlich
sichtbar. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Referenzagonisten MALP-2 (TLR6) oder
Pams;Cys (TLR2) kommt es aber zu keiner vollstandigen Aufhebung. Die Tatsache, dass
die Zytokinfreisetzung nicht komplett unterdrickt wird, lasst die Vermutung zu, dass es

neben der TLR2-abhangigen Signaltransduktion noch einen oder mehrere zusatzliche
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Wege einer Induzierung gibt. Einerseits mussen dabei weitere extrazellulare
Aktivierungsmadglichkeiten wie durch membranstandige TLRs in Betracht gezogen werden.
Da LcrV durch Makrophagen internalisiert wird, besteht aber auch die Moglichkeit einer
intrazellularen Auslésung von Signalkaskaden nach rezeptorvermittelter Aufnahme. Eine
mogliche Rolle von CD14 in diesem Zusammenhang drangt sich auf, da ein
entsprechendes Fehlen sowohl in den Transfektions- als auch Makrophagenversuchen zu
einer kompletten Aufhebung der Signalwirkung durch LcrV flhrte. Dieser Aspekt soll bei
Diskussion der CD14-Abhangigkeit noch vertieft werden.

Der zweite Weg zur Untersuchung der TLR2-Interaktionspartner erfolgte durch die
Versuche im HEK293-Transfektionsmodell. Bei Diskussion dieser Ergebnisse muss
beachtet werden, dass es sich um eine unphysiologische Uberexpression der Rezeptoren
an der Zelloberflache handelt, und statt der Zytokinfreisetzung ein NFkB-kontrollierter
Luciferasereporter als Endstrecke der Signaltransduktion quantitativ bestimmt wird.
Dennoch ist es ein geeignetes und haufig verwendetes Modell, da es Aussagen Uber die
Signalwirkung von Stimuli auf bestimmte Rezeptoren oder deren Kombinationen
quantitativ zulasst.

Wie von anderen Autoren beschrieben, war die Spezifitat der verwendeten Kontrollstimuli
im Transfektionsmodell nicht so deutlich ausgepragt wie bei den Makrophagenversuchen
(Nakata et al., 2006, Omueti et al. 2005). Alleinige Expression von TLR2 flihrte bereits zu
einer erhohten NF-kB-Aktivitdt nach Stimulation mit TLR2/TLR1- oder TLR2/TLRG6-
Agonisten. Die Anwesenheit des entsprechenden Korezeptors verstarkte dieses Signal
lediglich. Dagegen war im Mausmakrophagenmodell die Spezifitat fir den TLR2-
Interaktionspartner wesentlich hoher. Die alleinige Expression von TLR2 ohne TLRG in
Makrophagen ermdglichte keine Induktion durch MALP-2 , wahrend dies bei transfizierten
HEK293-Zellen schon bei alleiniger Prasenz von TLR2 der Fall war.

Hinsichtlich des untersuchten Virulenzproteins LcrV lasst sich im Transfektionsmodell die
Aussage treffen, dass lediglich TLR2 und CD14 essentiell waren. Weder die Koexpression
von TLR1 noch von TLR6 mit TLR2 bei fehlendem CD14 fuhrten zu einer Aktivierung
durch LcrV zu. Die Interaktion zwischen den TLRs resultierte in keinerlei Signalwirkung,
wobei unklar bleibt, ob dies auf eine fehlende Bindungsmdglichkeit fur LcrV, oder eine
nicht mégliche Signaltransduktion zurickzuflhren ist. Denkbar ist auch, dass erst die
Prasenz von CD14 eine Bindung ermoglicht, die im Zusammenwirken mit TLR2 zu eine

Signaltransduktion fuhrt.
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Da TLR1 und TLR6 eine TLR2-abhangige LcrV-Induktion ohne CD14 nicht ermdglichten,
sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob sie als Kooperationspartner zu einer
Verstarkung des Signals Uber die bekannte TLR2/CD14-induzierte NF-kB-Aktivierung
fuhren. Hierbei zeigte sich bei kotransfiziertem TLR6 kein Unterschied. Bei zusatzlicher
Expression von TLR1 neben TLR2 konnte ein verstarktes Signal festgestellt werden,
allerdings lag dieses nicht signifikant Gber der Aktivitat von nur TLR2/CD14-transfizierten
HEK293-Zellen. Dennoch entspricht dies in der Tendenz den Ergebnissen aus den
Peritonealmakrophagenversuchen, bei denen TLR1 einen geringen Einfluss auf die LcrV-
Induktion zeigte.

Aus den Transfektionsversuchen mit unmodifizierten TLRs Iasst sich somit die Aussage
treffen, dass die Koexpression von TLR1 oder TLR6 mit TLR2 hinsichtlich der LcrV-
induzierten Signalstarke keinen entscheidenden Einfluss besitzt. Keine Aussage kann
jedoch Uber das mdgliche heterodimerisierte Vorliegen von TLR2 mit TLR1 oder TLR6
gemacht werden. Es stellt sich die Frage, ob diese Komplexe eine LcrV-bedingte
Signaltransduktion zulassen, worauf im Rahmen der Diskussion Uber die Ergebnisse der
Chimaren TLR1-2 und TLR2-1 noch eingegangen werden soll.

Vergleicht man die Transfektionsversuchsergebnisse mit den
Makrophagenversuchsergebnissen, dann lasst sich Uber die Rolle von TLR6 in der TLR2-
abhangigen Immunantwort durch LcrV der Schluss ziehen, dass TLR6 keinen Einfluss
besitzt. TLR1 dagegen kann aufgrund der Peritonealmakrophagenversuche zwar eine
gewisse Rolle in der LcrV-induzierten Zytokinexpression zugesprochen werden. Eine
signifikant starkere Signalwirkung konnte jedoch weder im Transfektionsmodell noch bei
Untersuchung der Knochenmarksmakrophagen festgestellt werden, so dass TLR1
insgesamt gesehen keinen bedeutenden Beitrag zur LcrV-TLR2-Signaltransduktion liefert.
Somit bleibt TLR2 der einzige Toll-like-Rezeptor, dem eine entscheidende Rolle in der
LcrV-induzierten Aktivierung zukommt. Weitere Signalwege mussen jedoch aufgrund des

unvollstandigen Effektes bei TLR2-Defizienz in Betracht gezogen werden.

5.2 Die extra- und intrazellularen Domanen von TLR2 sind essentiell

Um Aussagen Uber die Kooperation von TLR2 mit TLR1 und TLRG6 treffen zu kdnnen,
wurden Transfektionsversuche mit chimaren TLR-Konstrukten durchgeflihrt. Dabei wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein "domain swapping" (Austausch) zwischen den extrazellularen
Domanen von TLR2 und TLR6 durchgeflhrt, was zu den Chimaren TLR2-6 und TLR6-2
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fuhrte. Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde die membranstandige Lokalisation von
TLR2-6 und 6-2 in transfizierten HEK293-Zellen nachgewiesen (N-terminales Flag-Epitop).
Jedoch erwiesen sich die chimaren Konstrukte nicht befahigt, mit entsprechenden
Agonisten wie MALP-2 und FSL-1 eine ELAM-luc-Reporteraktivitat zu induzieren, und
liesen keine Aussage Uber die Funktionsweise von LcrV zu.

Die Gensequenzierung der chimdren TLR2-6- und TLR6-2-Gene stimmte mit den
publizierten Sequenzen Uberein. Es koénnte sein, dass die chimaren Rezeptoren
Konformationen einnehmen, die eine Heterodimerisierung im Vergleich zu den TLR1-
2/TLR2-1-Chimaren verhindern. Hier waren weitere Chimarenvarianten von TLR2-6 und
TLR6-2 zu konstruieren, um diese Hypothese zu untermauern.

Anders verhielt es sich mit den chimaren Konstrukten TLR1-2 und TLR2-1, die fur diese
Arbeit von Frantisek Sandor und Robert W. Finberg, Department of Medicine, University of
Massachusetts Medical Center, Worcester, MA, USA, zur Verfigung gestellt wurden. Mit
diesen konnte bereits gezeigt werden, dass es nach Stimulation mit araLAM, ebenfalls ein
TLR1/TLR2-Agonist, nur zu einer Signalwirkung kommt, wenn beide Konstrukte
gleichzeitig exprimiert werden (Sandor et al., 2003).

Analog dazu kam es auch bei der in dieser Arbeit verwendeten Positivkontrolle
PamCysPamSK4 nur zu einer Aktivierung, wenn beide Konstrukte transfiziert wurden und
somit die extra- und intrazellularen Domanen von TLR2 und TLR1 vorhanden waren. Die
Behandlung mit dem TLR2/TLR6-Agonisten MALP-2 als Referenzkontrolle blieb dagegen
ohne Luciferasereportersignal.

Analoge Untersuchungen wurden mit LcrV durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die alleinige
Transfektion einer der beiden Chimaren zu keiner LcrV-bedingten NF-kB-Induktion fihrte,
wahrend es bei Kotransfektion von TLR1-2 und TLR2-1 zu einer signifikanten Erhéhung
der NF-kB-Aktivitat kam. Hierbei fiel wiederum die Abhangigkeit von CD14 auf, dessen
Prasenz Voraussetzung fur eine Signaltransduktion war. Zunachst Iasst dieser Befund die
Aussage zu, dass es nur zu einer Signaltransduktion kommt, wenn beide extra- und
intrazellularen Domanen von TLR2 und TLR1 vorhanden sind. Daher sollte eine
Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren TLR1-2 und TLR2-1 stattfinden, so dass von
einer heterodimeren Kooperation ausgegangen werden kann.

Schwieriger ist die Einschatzung der Relevanz der TLR1-Domanen in Bezug auf LcrV. Da
alleinige Expression von TLR1-2 mit CD14 keinen Effekt zeigte, muss davon ausgegangen
werden, dass Uber die extrazellulare TLR1-Domane keine Erkennung von LcrV moglich

ist, da in diesem Fall eine Signaltransduktion Uber die cytoplasmatische TLR2-Domane
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maoglich sein sollte. Umgekehrt drangt sich die Vermutung auf, dass bei TLR2-1 eine LcrV-
Bindung an die extrazellulare TLR2-Domane zusammen mit CD14 mdglich sein sollte, die
alleinige cytoplasmatische TLR1-Domane aber keine Signalweiterleitung erlaubt. Eine
Kooperation beider Partner ist zwingend notwendig, und die Chimaren lassen die
Vermutung zu, dass die heterodimere Kombination aus unmodifiziertem TLR1 und TLR2
ein LcrV-Signal ermdglicht. Dennoch sind die TLR2-Domanen fur die rezeptorvermittelte
Zellaktivierung entscheidend, da diese nicht durch die entsprechenden Domanen von
TLR1 ersetzt werden konnen.

Mehr Aufschluss Uber die Signalweiterleitung der Rezeptoren sollte die Kotransfektion mit
dem mutierten TLR2-P681H bringen, das bei uneingeschrankter Ligandenbindung durch
eine Punktmutation die Fahigkeit zur Signaltransduktion verloren hat (Underhill et al.,
1999). Bei einer dennoch erhdhten NF-kB-Aktivitat hatte daher ein kotransfizierter Partner
das Signal unter Umgehung der intrazellularen Domane von TLR2-P681H weiterleiten
mussen. Allerdings fihrten weder zusatzliche Prasenz von TLR1 noch von TLR6 zu einer
Aktivitatssteigerung. Die intrazellulare Domane von TLR2 besitzt somit entscheidende
Bedeutung, um eine Signalkaskade nach Ligandenbindung anzustof3en.

Allerdings konnte die Uberlegung, dass bei gemeinsamer Expression von TLR1-2 mit
TLR2-P681H eine Signalwirkung erzielt werden kdnnte, ebenfalls nicht bestatigt werden.
Durch Interaktion beider Partner ist in dieser Kombination sowohl eine funktionierende
extra- als auch intrazellulare TLR2-Domane prasent. Dies hatte bei Kotransfektion von
TLR1-2 und TLR2-1 zu einer Signaltransduktion durch entsprechende Agonisten gefuhrt.
Bei gemeinsamer Expression von TLR2-P681H mit TLR1-2 konnte dies jedoch fur LcrV
nicht beobachtet werden. Somit kdnnen wir aus diesem Befund schliel3en, dass erst die
Interaktion von zwei unmodifizierten intrazellularen TIR-Domanen eine Auslésung der
Signalkaskade ermoglicht. Dies wurde mit dem Konzept Ubereinstimmen, dass eine
Dimerisierung wie bei den verwandten IL1-Rezeptoren, die ebenfalls eine
cytoplasmatische TIR-Domane besitzen, zur Aktivierung der Signaltransduktionskaskade
fuhrt (Greenfeder et al., 1995). Dabei muss bericksichtigt bleiben, dass es sich bei TLR2-
P681H um eine Mutante handelt. Aufgrund von Kristallisationsstudien wurde zwar
beschrieben, dass es durch die Mutation zu keiner Veranderung in der Proteinfaltung
kommt (Xu et al., 2000). Eine Beeinflussung des Interaktionspotentials ist jedoch nicht
auszuschliessen, da der durch die Punktmutation eingefligte Prolin-Rest die freie

Drehbarkeit beeinflusst.
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5.3 CD14-Abhéngigkeit von LcrV

Bei allen Versuchen bestatigte sich die CD14-Abhangigkeit von LcrV, um eine Aktivierung
Uber TLR2 zu erreichen. Diese blieb praktisch unbeeinflusst von der Prasenz von TLR1
oder TLR6. Dagegen war die Anwesenheit von CD14 bei den zur Kontrolle verwendeten
Lipopeptid-Agonisten nicht zwingend notwendig, es verstarkte aber die NFkB-Aktivitat
betrachtlich. Die Beobachtung, dass CD14 zu einer effektiveren Signalwirkung tber TLR2
fuhrt, ist bereits von mehreren Autoren flir unterschiedliche TLR2-Agonisten beschrieben
worden (Schroder et al., 2004; Nakata et al., 2006).

Die strikte CD14-Abhangigkeit, die LcrV zeigt, ist bisher nur fur einen weiteren TLR2-
Agonisten beschrieben worden. Lipoproteine isoliert von Mycoplasma arthritidis waren
neben TLR2 auch auf die Prasenz von CD14 angewiesen, um ein Signal auszuldésen
(Hasebe et al., 2007).

Die genaue Rolle von CD14 in der LcrV-vermittelten TLR2-Signaltransduktion muss noch
untersucht werden. Denkbar ist eine Bindung von LcrV durch CD14, und eine Interaktion
dieses Komplexes mit TLR2. Dies wirde mit dem kizlich verdffentlichten
Zusammenwirken von CD14 und TLR3 bei der Erkennung des Liganden dsRNA
korrelieren (Lee et al.,, 2006). Dabei wurde beschrieben, dass CD14 membranstandig
dsRNA bindet. Nach der Internalisierung kommt es zur Endosomenreifung und Interaktion
mit dem Rezeptor TLR3, der lediglich in intrazellularen Kompartimenten exprimiert wird
und ein spezifischer Rezeptor zur Erkennung von viraler dsRNA ist (Akira et al., 2006). Bei
entsprechendem Kontakt von Agonist und Rezeptor wird die Signalkaskade angestol3en.
CD14 fungiert hier als Transporter von dsRNA zum spezifischen Rezeptor TLR3.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass erst eine Interaktion zwischen CD14 und
TLR2, die als Komplex an der Zelloberflache vorliegen, eine Bindungsmaoglichkeit fur LcrV
bietet. Eine Wirkungsverstarkung durch CD14 konnte bei zahlreichen TLRs gezeigt
werden. Dagegen sind in der Literatur die Aussagen Uber eine direkte Komplexbildung von
CD14 mit TLRs noch widerspruchlich. Wahrend etwa Manukyan et al., 2005, aufgrund
ihrer Untersuchungen einen Komplex aus TLR1/TLR2/CD14 vermuten, konnten Nakata et
al., 2006, dies anhand der Koimmunoprazipitationsergebnisse nicht bestatigen. Sie stellten
die Hypothese auf, dass CD14 zwar die Bindung des Liganden an den TLR2/TLR1-
Komplex unterstitzt, aber nicht direkt mit dem Rezeptorkomplex interagiert. Genauere
Kentnisse der molekularen Mechanismen ist notwendig, um die Rolle von CD14 in der

TLR-abhangigen Ligandenerkennung sowie -bindung zu verstehen.



Diskussion 60

Wahrend im HEK293-Transfektionsmodell sowohl TLR2 als auch CD14 essentiell waren,
um eine erhohte NF-kB-Aktivitdt durch LcrV zu induzieren, war diese Abhangigkeit
hinsichtlich der Zytokinproduktion von Makrophagen nicht ganz so eindeutig. Wie bereits
im ersten Teil der Diskussion behandelt, fliihrte die TLR2-Defizienz praktisch zu einer
Halbierung der IL10-Produktion. Bei fehlendem CD14 dagegen war aus der Kinetik
ersichtlich, dass in der frihen Phase der Stimulation keine Aktivierung der
Zytokinexpression nachweisbar war, und auch nach einer langen Stimulationsphase von
24 Stunden nur ein sehr moderater Anstieg erfolgte. Im Makrophagenmodell war die
Abhangigkeit von CD14 somit hoher als die von TLR2. Wie bereits erwahnt, stellt sich
durch die inkomplette Aufhebung der Zytokinproduktion in TLR2-defizienten Makrophagen
die Frage nach weiteren LcrV-assoziierten Signalwegen neben dem TLR2-abhangigen. In
der Literatur wurde CD14 schon seit langem als Phagozytose-unterstitzender Rezeptor
beschrieben (Onozuka et al., 1997; Schiff et al., 1997; Devitt et al., 1998; Underhill u.
Ozinsky, 2002).

Auch die Stimulation von TLRs erhéht die Phagozytosefahigkeit (Doyle et al., 2004;
Blander u. Medzhitov, 2004). Mae et al. zeigten 2006, dass die direkte Phagozytose
bestimmter Bakterien durch CD14 erfolgt. TLR2-Stimulation erhohte zwar ebenfalls die
Aufnahme, allerdings war es moglich, anhand von transfizierten Zellen zu beobachten,
dass nur Zellen zur Internalisierung fahig waren, wenn diese CD14 exprimierten. Alleinige
TLR2-Expression dagegen erlaubte dies nicht. Die TLR2-Stimulation erhéhte aber die
Phagozytoseaktivitat. Daher ist die erhdohte Aufnahme nicht auf die direkte Bindung und
Phagozytose durch TLR2 zurtckzufuhren, sondern auf die Reaktion der Zelle durch die
Aktivierung. Dies ist Gegenstand weiterer Untersuchungen, wobei aktuelle Theorien den
Einfluss des TLR-Signals auf die Phagosomenbildung oder die Aktivierung von an
Phagozytose beteiligten Genen vermuten. CD14 dagegen scheint durch Bindung von
Liganden bei der direkten Aufnahme von Bakterien eine wichtige Rolle zu spielen.
Betrachtet man in diesem Zusammenhang die fehlende TNFa- oder IL10-Freisetzung bei
CD14-defizienten Makrophagen nach Stimulierung mit LcrV, ergibt sich die Frage, ob
analog zu den veroffentlichten Daten eine Funktion von CD14 in der zellularen Aufnahme
des Virulenzproteins besteht. Dies wurde die intrazellulare Aktivierung von weiteren
Signalkaskaden ermoglichen. Da bei CD14-Defizienz aber weder die Aktivierung Uber
TLR2 noch uber einen weiteren, noch unbekannten Weg moglich scheint, kommt es
insgesamt zu keiner Zytokininduktion durch LcrV. Fehlendes TLR2 dagegen fuhrt nur zu

einer Teilreduktion der IL10-Produktion, da CD14 prasent ist und LcrV wahrscheinlich
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einem alternativen Signalweg zufuhren konnte.

Bei diesen Uberlegungen handelt es sich um Hypothesen. Die genaue Funktion von CD14
ist daher weiterhin von groRem Interesse. Der molekulare Mechanismus der Interaktion
muss Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Als ein strikt CD14-abhangiger Ligand
konnte LcrV in diesem Zusammenhang allgemein wertvolle Informationen uber die

Aufgaben dieses multifunktionalen Rezeptors bereitstellen.



Zusammenfassung 62

6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurde die immunmodulative Wirkung des Yersinia-
Virulenzproteins LcrV (V-Antigen) durch Aktivierung des angeborenen Immunsystems
uber Toll-like-Rezeptoren (TLRs) untersucht. LcrV wird von dem Virulenzplasmid pYV
kodiert und von allen humanpathogenen Yersinien exprimiert. Als multifunktionalem
Virulenzfaktor konnte dem aus Y. enterocolitica O:8 stammenden LcrV eine TLR2/CD14-
abhangige immunmodulative Wirkung zugeschrieben werden. TLR2 besitzt durch
Kooperation mit zahlreichen weiteren Rezeptoren das breiteste Agonisten-Spektrum. Dazu
kann TLR2 zur Erkennung spezifischer Antigene mit TLR1 und TLRG6 in heterodimerisierter
Form zusammenarbeiten. Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung eines
modglichen Einflusses der bekannten Interaktionspartner TLR1 und TLR6 in der LcrV-
induzierten und TLR2-abhangigen Immunantwort.

Zunachst wurde durch Transfektion von HEK293-Zellen mit entsprechenden TLR- und
CD14-Rezeptorplasmiden und Bestimmung von NF-kB Uber einen Luciferasereporter die
Aktivitat der LcrV-Agonisten bestimmt. Dabei zeigte sich, dass TLR2 in Kombination mit
TLR1 oder TLR6 ohne CD14 zu keiner Stimulierbarkeit durch LcrV fuhrte. Bei
gemeinsamer Expression von TLR2 und CD14 erhOhten weder zusatzlich exprimiertes
TLR1 noch TLR6 die NF-kB-Aktivitat signifikant. Wurde TLR2 durch den mutierten
Rezeptor TLR2-P681H ersetzt, der einen Agonisten binden, aber kein Signal weiterleiten
kann, wurde die Aktivierbarkeit trotz der Anwesenheit von CD14 aufgehoben. Dies blieb
auch bei zusatzlicher Transfektion von TLR1 und TLR6 bestehen, so dass von einer
entscheidenden Beteiligung beider Rezeptoren hinsichtlich der LcrV-bedingten Aktivierung
nicht ausgegangen werden konnte.

Um eine mogliche Signaltransduktion durch Interaktion der Rezeptoren zu untersuchen,
wurden Chimare verwendet, bei denen die extrazellularen Domanen vertauscht waren
(TLR1-2 und TLR2-1). Die alleinige Expression einer der beiden Chimaren blieb ohne
Wirkung. Interessanterweise ermoglichte aber eine Koexpression von TLR1-2 und TLR2-1
eine Erhohung der NF-kB-Aktivitat nach Stimulation durch LcrV, und bestatigte die
Interaktion von TLRs zur Ligandenerkennung und Signalweiterleitung. Wurde dagegen
wiederum TLR2-P681H mit einem der beiden Chimaren kombiniert, konnte keinerlei
erhdhte Signalwirkung festgestellt werden.

Entsprechende TLR2-6 und TLR6-2 Mutanten wurden im Rahmen der Dissertation erstellt.
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Diese zeigten aber auch nach Stimulation mit den entsprechenden Positivkontrollen keine
Funktionalitat, so dass sie keine Aussage uber Stimulation durch LcrV zulassen.

Mittels Makrophagen als Primarzellen TLR-defizienter Mause konnte die Fragestellung
uber einen zweiten Zugang untersucht werden. Dabei bestatigte sich, dass es bei TLR2-
Defizienz zu einer deutlichen, wenn auch inkompletten Reduktion der Zytokinexpression
durch Stimulation von LcrV kam. CD14-Defizienz dagegen fihrte zu einer fast
vollstandigen Hemmung der Zytokinproduktion. Daher mufd die Moglichkeit von weiteren
TLR2-unabhangigen Signalwegen in Betracht gezogen werden. CD14 dagegen scheint,
auf Grund des starken Effektes eine grof3e Bedeutung flr den TLR-abhangigen, als auch
fur einen weiteren moglichen Signalweg zu haben.

TLR6-Defizienz fuhrte zu keiner Minderung der Zytokinantwort auf LcrV. TLR1-Defizienz
dagegen zeigte lediglich einen leichten Effekt bei Peritonealmakrophagen, wahrend
Knochenmarksmakrophagen keine signifikanten Unterschiede zeigten. Auf Grund des
geringen Effektes bei LcrV-Stimulation von TLR1- oder TLR6-defizienter Makrophagen
und der Transfektionsergebnisse lalkt sich insgesamt kein bedeutender Einfluss von
sowohl TLR1 als auch TLR6 auf die LcrV-induzierte Aktivierung feststellen. Die
Ergebnisse der LcrV-Stimulation von den Chimaren TLR1-2 und TLR2-1 lassen jedoch die
Vermutung zu, dass heterodimerisiertes TLR2/TLR1 ein LcrV-induziertes Signal
weiterleiten kann. Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass die LcrV-
induzierte NF-kB-Aktivierung im wesentlichen TLR2/CD14 abhangig ist und nicht durch

weitere TLR-Kooperationspartner in relevanter Weise beeinflusst wird.
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