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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Mononukleire Phagozyten und ihre Rolle bei der Immunabwehr

Das Immunsystem des menschlichen Korpers setzt sich aus zwei Komponenten zusammen,
einem angeborenen und einem erworbenen, spezifischen Immunsystem. Beide Komponenten
erginzen sich und bilden einen gemeinsamen Abwehrmechanismus. Aufgabe des angeborenen
Immunsystems ist die initiale Erkennung von Krankheitserregern oder entarteten Zellen, deren
Beseitigung, sowie die Einleitung der spezifischen Immunantwort durch T- und B-Zellen. Zellen
des angeborenen Immunsystems (Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen
(DC) und Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) werden durch verschiedene mikrobielle
Strukturen (Zellwandbestandteile von Bakterien, CpG-DNA, doppelstringige RNA, usw.) oder
den Verlust von ,,major histocompatibility complex* (MHC) Klasse I -Molekiilen auf
somatischen Zellen aktiviert. Die Abwehrreaktionen beinhalten Phagozytose oder Sekretion

antimikrobieller Enzyme und 16slicher Mediatoren, wie Interleukine und Interferone.

Zellen des mononukledren Phagozytensystems (Monozyten, Makrophagen, myeloische DC und
deren Vorldufer) spielen eine besondere Rolle bei der Immunabwehr, da sie sowohl fiir die
rasche angeborene Immunantwort, als auch fiir die Induktion einer spezifischen Antwort wichtig
sind. Insbesondere DC sind in der Lage phagozytierte Antigene im Kontext mit MHC II zu
prasentieren - die Antigen-Présentation ist ein essentieller Schritt zur Aktivierung von naiven T-

Zellen.
1.1.1. Ontogenese, Phinotypen und Morphologie

Ausgehend von pluripotenten Stammzellen im Knochenmark entstehen die myeloische und die
lymphatische Stammzellreihe mit ihren Vorlduferzellen. B- und T-Lymphozyten, sowie NK-
Zellen und eine Gruppe von DC entstehen aus lymphatischen Vorldufern. Aus der myeloischen
Reihe gehen nach verschiedenen Differenzierungsschritten Erythrozyten, Thrombozyten,
Granulozyten und mononukledre Phagozyten hervor. Die Proliferation und Differenzierung
dieser Zellen wird u.a. von Zytokinen stimuliert, im Knochenmark spielen dabei die CSF —
,Kolonie-stimulierenden-Faktoren* — eine wesentliche Rolle. Die Differenzierung vom

myeloischen Vorldufer zum Monoblasten, welcher sich durch eine hohe
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Selbsterneuerungskapazitét auszeichnet, erfolgt unter Stimulierung von IL-3, GM-CSF und M-

CSF. Monozyten entstehen durch weitere Differenzierungsschritte unter M-CSF, GM-CSF und
IL-3.
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Abb.1 Hiimatopoetischer Stammbaum. Ausgehend von einer pluripotenten
Stammzelle differenzieren die Zellen in Richtung lymphatischer oder
myeloischer Reihe.

Monozyten zirkulieren 1-3 Tage im Blut bevor sie an das Endothel der Geféale adhérieren und in
Gewebe einwandern. Die Anwesenheit von IFN-y und IL-1 verbessert die Adhédrenz an
Endothelzellen und die Migration ins Gewebe (Springer et al., 1986). Wéhrend ein Teil der
Zellen zu Makrophagen differenziert und unter steady-state-Bedingungen im Gewebe verbleibt,
reift ein weiterer Anteil der Monozyten zu DC, welche nach Phagozytose von Antigenen in

Richtung Lymphknoten migrieren (G. Randolph et al., 1999).
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Abb.2 Adhdision und Einwanderung der Monozyten
vom Knochenmark ins Gewebe.

Dendritische Zellen kdnnen ausgehend von sowohl lymphoiden als auch myeloischen Vorldufern
zu plasmazytoiden, interstitialen oder Langerhans DC differenzieren. Man findet DC vor allem

in endothel- und epithelnahen Geweben und in lymphatischen Organen (Liu et al., 2001).

Die Reifung zu Makrophagen oder DC wird iiber gewebespezifische Faktoren kontrolliert.
Makrophagen sind eine heterogene Zellpopulation, die in den verschiedenen Geweben als
unterschiedliche Phénotypen vorliegen. Im Falle verschiedener Erkrankungen kann im Gewebe
ein verdndertes Milieu auftreten, was zur Entstehung aktivierter oder krankheitsassoziierter
Makrophagen fiihren kann. In arteriosklerotischen Plaques konnen Makrophagen z.B. zu
Schaumzellen differenzieren (Ross, 1993), in Tumorgewebe zu Tumor-assoziierten

Makrophagen (Mantovani et al., 1992).
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Gewebe Makrophagentyp
Gastrointestinaltrakt Mukosama@rophagen

Knochen Osteoklasten

Leber Kupfersche Sternzellen
Kérperhéhlen Exudatmakrophagen (Pleura-, Peritonealmakrophagen)
Bindegewebe Histiozyten

Synovia Typ A Zellen

Gehirn Mikroglia Zellen

Lunge Alveolarmakrophagen
Knochenmark Knochenmarksmakrophagen
Plazenta Hofbauer Zellen

Tumorgewebe Tumor-assoziierte Makrophagen
Entzindliches Gewebe Reaktive Makrophagen
Granulom Mehrkernige Makrophagen

Tabelle 1: verschiedene Makrophagentypen und deren

Vorkommen. (Literatur siehe Text und Ross and Auger, 2002)

Im Verlauf der Differenzierung von mononukledren Phagozyten treten z.T. deutliche
Verianderungen in Bezug auf Morphologie, phinotypische Merkmale und Funktionen auf.
Monozyten haben einen Durchmesser von 12-15 pm mit einem Zellkern, der ca. 50% ihrer
GroBe ausmacht. Wihrend der Differenzierung zum Makrophagen nimmt das Zytoplasma der
Zelle um das 10fache an Grofle zu. Im Mikroskop kann man die Ausldufer (Pseudopodien) der
Makrophagen erkennen, die zur Fortbewegung und Phagozytose dienen. Vakuolen im
Zytoplasma sind ein Zeichen fiir verstirkte Pinozytose.

DCs zeichnen sich in Geweben durch ihre typischen dendritischen Ausldufer aus. In

lymphatischen Gefdllen oder in Kultur bilden DC segelartige Ausstiilpungen (veiled cells).

Zellen des mononukledren Phagozytensystems (MPS) werden iiber die Expression spezifischer
Oberflichenantigene charakterisiert. Monozyten tragen u.a. die Marker CD14, CD11a, CD11b
und CD11c¢ auf ihrer Zelloberflaiche. MHC II ist nur gering exprimiert, wird aber bei der
Differenzierung zu Makrophagen und DC hochreguliert. Makrophagen weisen neben anderen
Markern, CD14, CD16 und ICAM-1 (interzellulidres Adhésionsmolekiil-1) auf (Ross and Auger,
2002). Unreife DC tragen als Oberflachenantigene MHC II, CD1a, FcR (Endozytose) und
CDl11c, welches auf myeloischen DC weniger exprimiert ist, aber kein CD14. Wéhrend der
Reifung, die durch LPS oder andere Stimuli initiiert werden kann, werden spezifische Marker

wie CD54, CD80 und CD86 hochreguliert (Banchereau and Steinman, 1998).
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1.1.2. Modellsysteme fiir die Untersuchung von Zellen des mononukleiren

Phagozytensystems in Mensch und Maus

Da humane Makrophagen und DC aufwendig zu isolieren und aufzureinigen sind, greift man fiir
zellbiologische Untersuchungen héufig auf Zellkulturmodelle zuriick. Monozyten lassen sich aus
Spenderblut gewinnen und in Kultur mit AB-Serum in 7 Tagen zu Makrophagen
ausdifferenzieren, die im wesentlichen in Morphologie und Funktionen den
Gewebemakrophagen entsprechen (Andreesen et al., Musson et al., 1983). Unter dem Einfluf3
von GM-CSF und IL-4 reifen Monozyten zu dendriten-dhnlichen Zellen (Peters et al., 1993;
Zhou and Tedder, 1996), die die Oberflichenmarker CD11c und in geringerem Mal3 CD80 und
CDS86 exprimieren (Banchereau and Steinman, 1998). Sie entsprechen unreifen DC entwickeln

nach ihrer Reifung die Fahigkeit zur effektiven Antigenpréisentation.

Da Blutmonozyten nicht proliferieren, miissen die Zellen fiir in vitro Untersuchungen stiandig
neu pripariert werden. Die Zellen konnen dabei abhéngig vom Spender Varianzen bzgl. ihren
Eigenschaften aufweisen. Als Alternative werden seit einigen Jahren monozytire
Leukidmiezellinien als Modellsysteme verwendet. Sie sind im Allgemeinen gut zu kultivieren
und erlauben eine bessere Reproduzierbarkeit der Experimente. Eine Ausdifferenzierung zu
Makrophagen oder DC mit dhnlichen Eigenschaften und Morphologie ist durch Stimulierung mit

verschiedenen Reagenzien mdglich.

Fiir zellbiologische in vitro Untersuchungen in der Maus greift man zur Generierung von
Makrophagen oder DC meistens auf Knochenmark zuriick, das durch Kultur mit entsprechenden

Zytokinen in Makrophagen (M-CSF) oder DC (GM-CSF, IL-4) differenzieren kann.

Zellinien Differenzierungsstat Differenzierungsstimuli Literatur
human THP-1 monoblastar-promonozytar PMA, IFN-g, Retinsaure Auwerx et al., 1988; Nakamura et al., 1986
MonoMacB promonozytar-monozytar IFM-g, TNF-a Ziegler-Heitbrock et al., 1988; Weber et al., 1993
U937 histiozytar PMA, Vit D3, IFN-g Liu and Wu, 1992; Dodd et al., 1983; Ralph et al., 1983
MUTZ-3 monozytar GM-CSF, IL-4 Masterson et al., 2002
|murin RAW 264.7 Makrophagen Stuehr and Marletta, 1987

Tabelle 2: Zellinienmodelle fiir die Untersuchung von Differenzierungs-
oder Aktivierungsvorgéingen
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1.1.3. Funktionen

Die biologischen Funktionen der mononukledren Phagozyten liegen sowohl im Bereich der
spezifischen als auch der unspezifischen Abwehr. Dazu zdhlen Phagozytose, Mikrobizidie
ebenso wie Antigenprésentation, Sekretion biologisch aktiver Substanzen und Zytotoxizitit
gegen entartete Zellen. Zellen des MPS, insbesondere Makrophagen tragen auch zur
Wundheilung und Gewebeerneuerung bei. Sie wandern in das verletzte Gewebe ein und
sezernieren dort Enzyme wie z.B. Kollagenase und Elastase, sowie Substanzen, die zur
Fibroblastenreifung und GefaBineubildung beitragen. Als Osteoklasten sind sie maf3geblich an

der Knochenhomoostase beteiligt (Abbas, 1997).

1.1.3.1. Phagozytose

Die wesentliche Eigenschaft von Zellen des MPS ist ihre Fahigkeit zur Phagozytose.
Mononukleédre Phagozyten besitzen eine Reihe von Rezeptoren (pattern recognition receptors =
PRR), die Antigene auf Fremdkorpern erkennen kdnnen.

Die Erkennung der Fremdkorper erfolgt direkt oder durch ihre Maskierung mit sogenannten
Opsoninen (IgG oder Komplementfaktor C3b). Opsonine werden von entsprechenden
Rezeptoren auf mononukledren Phagozyten erkannt und gebunden (FcR- oder Komplement-
vermittelte Phagozytose). Andere Rezeptoren (Mannose-Rezeptor, Scavenger-Rezeptor, Dectin-
1) erkennen Antigene direkt und leiten die Phagozytose ein.

Die Pathogene werden von der Zellmembran umschlossen und als Phagosom internalisiert.
Durch Verschmelzen mit dem Lysosom zu einem Phagolysosom werden die internalisierten

Fremdkorper hydrolytischen Enzymen ausgesetzt und verdaut (Aderem and Underhill, 1999).

1.1.3.2. Sekretion loslicher Substanzen

Mononukleédre Phagozyten konnen sowohl im aktivierten als auch im nicht-aktivierten Zustand
abhingig vom Differenzierungsgrad verschiedenste immunologisch aktive Substanzen
sezernieren.

Dazu zdhlen Zytokine (IL-1a/B, IL-6, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), ,,transforming growth
factor“-p (TGF-B), Interferon-a (IFN-a), IFN-, ,,platelet derived growth factor* (PDGF), GM-
CSF, M-CSF, Granulozyten-CSF (G-CSF)) ebenso wie Enzyme (Elastase, Kollagenase,
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Arginase, usw.). Makrophagen setzten auch Enzyminhibitoren (z.B. al-Antitrypsin, a2-
Makroglobulin), extrazelluldre Matrixproteine (z.B. Fibrinektin, Osteopontin),
Arrachidonsduremetaboliten, Komplementfaktoren, reaktive Sauerstoffspezies (Superoxid,

H,0,) und viele andere Substanzen frei (Nathan, 1987).

1.1.3.3. Aktivierung des Immunsystems durch Antigen-Prisentation

Zu den professionellen Antigen-prisentierenden Zellen zdhlen neben B-Lymphozyten und MAK
hauptsédchlich DC. Phagozytierte Antigene werden in der Form von verdauten Fragmenten an
Klasse I Molekiilen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) gebunden und an der
Zelloberflache prasentiert. Dieser Komplex kann von einem spezifischen T-Zell-Rezeptor
erkannt werden. Im Falle einer Dendritischen Zelle erfolgt gleichzeitig eine Bindung des T-Zell-
Oberflachenmarkers CD28 an die kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86, die wihrend der
DC-reifung deutlich hochreguliert werden. Makrophagen und B-Zellen exprimieren dagegen
weniger kostimulatorische Molekiile und sind weniger gut in der Lage naive T-Zellen zu
stimulieren. Antigenpréisentation und Aktivierung von naiven T-Zellen sind essentiell fiir die

Einleitung einer spezifischen Immunantwort (Steinman, 1991).

CD 80/86

-
APC

CD 28

MHC Il T-Zell-
Rezeptor

Abb.3 Priisentation von Antigenen an T-Zellen. Durch Prdsentation eines
Antigens iiber MHC II und gleichzeitige Kostimulation mittels CD80/CD86
werden T-Zellen von Antigen prdsentierenden Zellen aktiviert.

1.2. ,Pattern-recognition receptors* (PRR) und deren Liganden

Die zentrale Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung von Fremd und Eigen. Diese
Differenzierung ist wesentlich fiir die Erkennung und Elimination von Krankheitserregern oder
entarteten Zellen und zur Vermeidung von Autoimmunitét. Das spezifische Immunsystem

verfligt durch Rekombination iiber eine fast unlimitierte Zahl von antigenspezifischen T-Zellen
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oder Antikorpern. Die angeborene Immunitédt dagegen besitzt nur eine limitierte Zahl von
Rezeptoren, die konservierte Strukturen - ,,pathogen-associated molecular patterns® - von
Pathogenen erkennen. Diese sogenannten ,,pattern-recognition receptors® (PRR) lassen sich in
zwei Gruppen unterteilen. Eine Gruppe der PRR vermittelt Phagozytose, die andere Gruppe
leitet die Produktion proinflammatorischer und regulatorischer Zytokine ein und ist fiir die
Induktion kostimulatorischer Molekiile verantwortlich. Zu den Mitgliedern der zweiten Gruppe

gehoren vor allem die sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLR).

1.2.1 Entdeckung von Toll

Der Rezeptor Toll wurde 1984 in der Fliege Drosophila melanogaster entdeckt (Anderson and
Niisslein-Volhard, 1984) und spielt dort eine wesentliche Rolle in der dorso-ventralen
Ausrichtung des Embryos. Ein Zusammenhang zwischen der Immunabwehr und Toll wurde erst
deutlich spéter festgestellt. Der extrazelluldre Bereich dieses Rezeptors besteht aus einer Leucin-
reichen Domine, wihrend der intrazelluldre Teil des Rezeptors dem II-1R dhnlich ist, weshalb
man diesen Bereich als TIR-Doméne (Toll/Il-1R homology domain) bezeichnet. (Gay and Keith,
1991)

Aktiviert wird Drosophila Toll durch endogene Liganden wie z.B. Spétzle, Nudel oder
Windbeutel. Intrazelluldre Signalproteine wie der Adapter Tube und die Kinasen Pelle, Cactus
und Dorsal aktivieren Transkriptionsfaktoren der Rel-Familie (Dif und Relish) (Anderson 2000;
LeMosy et al. 1999), was zur Induktion antimikrobieller Proteine wie Drosomycin, Diptericin

und Defensin fiihrt (Rutschmann et al., 2002).

1.2.2. Toll-like-Rezeptoren der Wirbeltiere

Wenig spéter fand man in Sdugetieren Homologe von Toll, die sogenannten Toll-like-
Rezeptoren (TLR). Mittlerweile hat man im Menschen 10 verschiedene TLRs entdeckt. Fiir viele
dieser TLRs, die im Gegensatz zum Drosophila Toll direkt durch Fremdstrukturen aktiviert
werden, kennt man auch Liganden. Nach einer Aktivierung von TLRs auf mononukleédren
Phagozyten kommt es zur Produktion verschiedener Zytokine, wie IL-1, -6, -8, -12 und TNF.
Diese immunstimulatorischen Zytokine wirken systemisch und lokal —sie sorgen fiir die
Rekrutierung weiterer Immunzellen sowie fiir die Aktivierung einer humoralen Immunantwort.
Die Sekretion dieser Zytokine fiihrt im allgemeinen zur Stimulierung des Immunsystems und

damit zu einer verbesserten Abwehr gegen Krankheitserreger. Bei einer iiberschieBenden
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Produktion allerdings kann es im schlimmsten Fall zum septischen Schock und zum Tod

kommen (Gutierrez-Ramos and Bluethmann, 1997; Ulevitch and Tobias, 1999).
1.2.2.1. Expression der Toll-like Rezeptoren
TLRs werden auf verschiedenen Zelltypen des Immunsystems exprimiert (Zarember et al.,

2002), hauptséchlich aber auf Zellen des MPS. Die Verteilung der einzelnen TLR innerhalb der
Blutzellen ist in nachfolgender Tabelle gezeigt.

| TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLRS TLRE TLR7 TLRE TLR9 TLR10
Monozyten ++ +H +++ + + ++

Makrophagen + + o+ 44 + + J -+

plasmazytoide DC + o ++ ++

myeloische DC + + ++ -+ + + +

B-Zellen ++ + + + +
T-Zellen

NK-Zellen +

Tabelle 3: mRNA-Expression von Toll-like Rezeptoren in humanen Blutzellen. +++: sehr hohe

Expression, -: keine Expression (Muzio et al., 2000, Miettinen et al., 2001, Kadowaki et al., 2001;

Die Expression einzelner TLR ist allerdings nicht nur auf Immunzellen beschrankt- humaner

TLR3 wird beispielsweise auch auf Fibroblasten und Maus-TLR2 auf Adipozyten exprimiert.

1.2.2.2. Aktivierung von Toll-like Rezeptoren

Die Erkennung spezifischer Agonisten fiihrt im Allgemeinen zur Dimerisierung von TLRs
(Aderem et al., 2000). Die meisten PAMPs werden in Form von TLR-Homodimeren erkannt,
lediglich die Rezeptoren 1 und 6 scheinen als Heterodimere mit TLR2 zu agieren (Ozinsky et al.,
2000). So wird das Heterodimer aus TLR1 und TLR2 von einigen speziellen bakteriellen
Lipopeptiden (di-, triacetyliert) stimuliert. Die Kombination aus TLR2 und TLR6 reagiert auf
Mycoplasma-Lipopeptide (Aliprantis et al., 1999), Peptidoglykan (Takeuchi et al., 1999; Lien et
al., 1999), Lipoarrabinomannan der Mycobakterien (Underhill et al., 1999b) und Zymosan,
einem Bestandzeil der Hefe (Underhill et al., 1999a).

Untersuchungen an verschiedenen Lipopolysaccharid (LPS)-hyporesponsiven Mausstimmen

ergaben, dass TLR4 ein wesentlicher Bestandteil des LPS-Signalwegs ist (Poltorak et al., 1998;
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Qureshi et al., 1999). In dem Mausstamm C3H/HeJ konnte eine Punktmutation im kodierenden
Bereich des TLR4-Gens fiir das fehlende Ansprechen auf LPS verantwortlich gemacht werden.
Bei LPS-hyposensiblen C57BL/10ScCr-Méusen wurde eine genomische Deletion des TLR4
Gens festgestellt. Auch durch Genetargeting hergestellte TLR4 defiziente Miuse zeichnen sich
durch einen Defekt in der LPS-Signaltransduktion aus.

Die aktivierende Komponente des LPS, einem Bestandteil der Zellwand gram(-) Bakterien ist
Lipid A, welches aus einem Diglucosamin besteht, das iiber Ester- und Amidbriicken mit
langkettigen Fettsduren verbunden ist (Poltorak et al., 2000; Lien et al., 2001). Die Bindung von
Lipid A an TLR4 ist zusétzlich abhidngig von dem sezernierten und TLR4-assoziierten Protein
MD-2 (Miller et al., 2003). Ein Hiillprotein des Respiratory syncytical virus (RSV), das
sogenannte Fusion (F-) Protein (Kurt-Jones et al., 2000) und der Wirkstoff Taxol (Kawasaki et
al., 2000) konnen ebenso TLR4-abhéngig stimulieren. Taxol wird aus Taxus brevifolia
gewonnen und ist nur in der Maus aktivierend, wobei die spezies-spezifische Erkennung und
Bindung von MD-2 abhingig ist (Kawasaki et al., 2000). Endogene Liganden von TLR4 sind
zum Beispiel Hitzeschockproteine - Hsp60 und Hsp70 (Vabulas et al., 2001; Asea et al, 2002) -
und Fibronektin (Okamura et al, 2001).

Ein weiteres bakterielles PAMP ist Flagellin — ein Protein, das an der Motilidt gram (+) und (-)
Bakterien beteiligt ist. Dieses Protein aktiviert TLRS (Hayashi et al., 2001).

TLR3 wird durch doppelstringige RNA (dsRNA) aktiviert, die im Allgemeinen bei viralen
Infekten produziert wird (Alexopoulou, 2001).

CpG-Dinukleotide sind im menschlichen Genom unterreprisentiert und meistens methyliert.
Unmethylierte CpG-Motive bakteriellen, aber auch viralen Ursprungs wirken als PAMPs und
aktivieren nach Internalisierung hauptsichlich intrazelluldr exprimiertes TLR9 (Hacker et al.,
1998; Hemmi et al., 2000).

Fiir die humanen TLRs 7, 8 und 10 hat man bislang noch keine natiirlichen Agonisten gefunden.
TLR7 (und humanes TLRS8) wird durch Imidazoquinoline aktiviert. Dies sind synthetische
Immunmodulatoren mit antiviralen und antitumoralen Eigenschaften (Hemmi et al, 2002).

Da TLR10, fiir das es kein entsprechendes Maushomologes gibt, gro3e Ahnlichkeit zu TLR1 und
TLR6 aufweist, konnte man annehmen, daB TLR10 in Kombination zu TLR2 auftritt. Uber seine

Funktion gibt es aber noch keine Daten.

10
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Lipopeptide DS-RNA Lipopolysaccharide Flagellin Imidazo- CpG-DNA Abb.4 Humane TLRs mit
Lipoarabinomannan (Lipid A) quinoline ithren bekannten
Peptidoglycan HSPs1 A go nisten. Durch
Zymosan Taxo! .
HSPs RSV _ Stimulierung der TLRs
Fibronectin wird die Produktion
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1.2.3. Signalwege der TLR

Die Aktivierung von Toll-like Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB, AP-1 und IRF3 (interferon regulatory factor).

NF-«B und AP-1 induzieren unter anderem immunologisch aktive Zytokine , wie TNF, IL-1, IL-
6 oder IL-12, das T-Zell costimulatorische Protein B7.1, GM-CSF, MIP-1f (macrophage-
inflammatory protein-1f) und macrophage-inflammatory protein-2 (Medvedev et al., 2000).
Interleukin-1 z&hlt als Cofaktor fiir die T-Zell-Aktivierung und triggert die IL-2 Produktion
(mitogener Effekt). Fiir die B-Zell-Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen spielt IL-6 eine
wichtige Rolle und IL-12 fordert unter anderem (in Synergie mit IL-2) die Proliferation
mononukledrer Zellen im peripheren Blut und die Generation von "lymphokine activated killer
cells" (LAK-Zellen). TNF, das u.a. von IL-6 inhibiert wird, fordert die Phagozytose und die
Proliferation der T-Zellen, ebenso wie die Zytotoxizitdt der neutrophilen Granulozyten und ist an
der Erzeugung von Fieber beteiligt.

Die Expression von Zytokinen und kostimulatorischen Molekiilen stellt die Verbindung her
zwischen den mononukledren Phagozyten des angeborenen Immunsystems und der spezifischen
Immunantwort der T- und B-Zellen.

LPS sowie poly I/C (ein synthetisches Analogon zu doppelstringiger RNA) aktivieren IRF3,
einen Transkriptionsfaktor, der fiir die Induktion vor allem antiviraler Gene wichtig ist. Der
aktivierte Faktor IRF3 - in geringem Mafe auch NF-kB und AP-1- induziert die Transkription
von Interferon-assoziierten Genen, wie INF-o und -3, IP-10 (IFN-y-inducible protein-10) und
MCP-5 (monocyte chemoattractant protein 5). Interferone vom Typ I aktivieren wiederum die

Transkriptionsfaktoren ,,signal transducers and activators of transcription® (STAT) 1 und 2,

11
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welche zusammen mit anderen IRFs die Transkription von weiteren IFN-induzierten Genen
steuern. IRF3 ist die erste Komponente bei der Aktivierung von Genen, die einen positiven
,»feedback-loop* fiir Typ I Interferone und die IRF-Familie einleiten (Decker et al., 2002; Doyle
et al., 2002).

Typ | IFN
Saits : AB
LR3 Lgpe TLR4-TLR4
cD14 ﬁmnz
a_ll
R MyD8S/TIRAP % 2
IRAKTollip  aoliP ¥ A A"
TRIF S
I IRAK 55
IFN-B 2\ —cd
B iz
\ ( ﬁﬁ Y
IRF3  NF-B IRF1,2 IRFS
AP-1 l \ j
/ P - el
«o» IFN-B TIC(N)2-4GAA AGTTT(N)3TTTC
ISRE/IRF A ISRE

Abb.5 Regulation Interferon-assoziierter Gene. TLR3 und 4 aktivieren Freisetzung der
Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und IRF3, welche die Produktion von IFN-B induzieren. Uber
Aktivierung des IFNR Typ I kommt es zur Bindung von STAT-Dimeren an entsprechende
Konsensussequenzen ISRE oder GAS (IFN-y-activated site) und zur Induktion Interferon-assoziierter Gene.

Bei der Stimulierung von TLRs werden Adaptermolekiile rekrutiert, die intrazellulér an die TIR
(Toll/IL-1-Rezeptor)-Doméne der TLRs binden. Diese Adaptoren besitzen selbst eine TIR-
Doméne, die fiir die Interaktion mit den TLRs verantwortlich ist. Nicht nur die Vielfalt an
Agonisten entscheidet iiber den weiteren Verlauf der Signaltransduktion, sondern auch die an der
Signalweiterleitung beteiligten Adapter. Bislang sind drei Adaptermolekiile bekannt: MyD88
(Medzhitov et al., 1998), TIR domain-containing adapter protein (TIRAP)/MyD88 adapter like
(MAL) und TIR domain-containing adapter inducing IFN-3 (TRIF) (Yamamoto et al., 2002b)
bzw. TIR-domain containing adapter molecule-1 (TICAM-1) (Oshiumi et al., 2002).

Der komplette Signalweg soll hier am Beispiel des TLR4 erldutert werden, da er fiir diesen

Rezeptor derzeit am besten charakterisiert ist. LPS-Monomere werden im Serum von 16slichem

12
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LBP (LPS binding protein) gebunden. An der Zellmembran bindet dieser Komplex an CD14,
einem in die Plasmamembran verankerten Oberflichenmolekiil ohne Transmembrandoméne. Die
Interaktion von TLR4 mit diesem Komplex fiihrt zur Dimerisierung von TLR4 Molekiilen,
wobei die Spezifitit der Bindung von LPS unterstiitzt wird durch das TLR4-assoziierte Protein
MD-2 (Shimazu et al., 1999). Nach der Dimerisierung von TLR4 werden intrazelluldr vermutlich
mehrere Adaptermolekiile an die TIR -Doméne rekrutiert. MyD88, einer der Adaptoren fiir
TLR4, interagiert wiederum mit der Serin-Threonin-Kinase IRAK (IL-1R-associated kinase)
tiber eine ,,death-domain®, was zur Autophosphorylierung von IRAK fiihrt. In der Familie der
IL-1R-assoziierten Kinasen gibt es 4 Mitglieder: IRAK, IRAK-4, IRAK-M und IRAK-2. IRAK
und IRAK-4 sind aktive Kinasen, wahrend IRAK-M und IRAK-2 nicht aktiv sind. IRAK-M wird
ausschlieBlich in Monozyten und Makrophagen exprimiert, die anderen drei sind ubiquitér
vorhanden. Wihrend IRAK und IRAK-4 fiir die Aktivierung der Signalkaskade wichtig sind,
nimmt IRAK-M eine negativ regulatorische Rolle ein: es inhibiert die Dissoziation von
IRAK/IRAK-4 von MyD88 und die Komplexbildung mit TRAF-6 (Wesche et al., 1999). Die
Phosphorylierung von IRAK ist ausschlieBlich fiir die Aktivierung von NF-kB von Bedeutung,
nicht aber fiir den MAPK-Weg (Li et al., 2001).

Bei der Komplexbildung oligomerisiert TRAF6 (Tumor necrosis factor receptor-associated
factor) und initiiert die MAP-Kinase "transforming growth factor B activated kinase-1" (Tak-1).
Tak-1 interagiert mit Tab-1, einem Aktivator von Tak-1, und mit Tab-2 (Shibuya et al., 1996),
dessen Translokation von der Zellmembran ins Zytosol von IRAK induziert wird und der als
Adapter zwischen TRAF-6 und Tak-1 gilt (Takaesu et al., 2001). Tak-1 aktiviert [kB Kinase
(IKK), woraufhin das inhibitorische Protein IkB phosphoryliert wird, und es zu dessen
Degradation und zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors NF-kB kommt. Dieser transloziert in
den Zellkern und reguliert eine Reihe Aktivierungs-assoziierter Gene.

ECSIT (evolutionarily conserved intermediate in Toll pathway) kann ebenfalls an TRAF6 binden
und flihrt tiber Aktivierung von MAP-Kinasen zur Freisetzung von Transkriptionsfaktoren wie

AP-1 und ELK-1 (Kopp et al., 1999).

MyD88 bindet an die TIR-Doméne von TLR 1 bis 10, wihrend TIRAP zusammen mit MyD88
als Adaptor fiir TLR2 und 4 fungiert (Kawai et al., 1999). TIRAP wird in DC, Makrophagen und
Fibroblasten exprimiert und bildet sowohl Homodimere als auch Heterodimere mit MyD88
(Yamamoto et al., 2002). MyD88 und TIRAP defiziente Méuse zeigen jedoch nach LPS-

Stimulation eine normale Induktion von Interferon-induzierbaren Genen wie IP-10, IRG-1 und
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GARG-16 und eine normale Expression kostimulatorischer Molekiile, woraus folgt, dass es wohl
noch einen weiteren, MyD88-unabhéngigen Signalweg geben muf.

TRIF ist das dritte bekannte Adapterprotein mit einer TIR-Doméne und wahrscheinlich fiir einen
Teil der MyD88-unabhéngigen Signale verantwortlich. Es interagiert mit TLR3 und 4 und fiihrt
zu einer Induktion von Interferon-asssoziierten Genen nach Stimulation mit poly(I/C). Der
Signalweg von TRIF ist MyD88-unabhdngig und fiihrt zur Aktivierung von IRF3, wobei der
genaue Ablauf noch nicht bekannt ist, und in geringerem Ausmal3 auch zur Aktivierung von
AP-1 und NF-kB. Eine dominant-negative Form von TRIF blockiert die NF-kB-Aktivitédt im
Signalweg von TLR2, 4 und 7, so dass man davon ausgehen kann, dass TRIF nicht nur fiir die
TLR3-Kaskade von Bedeutung ist.

Fiir TLR2 sind noch zwei weitere Signalwege charakterisiert. Zum einen kontrollieren
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) und die GTPase Racl die Aktivierung von NF-xB
unabhéngig von IkB (Arbibe et al., 2000), zum anderen wird durch Stimulieren von TLR2
MyD88-abhingig sowohl NF-«B aktiviert als auch Apoptose induziert, was iiber ,,Fas-associated
death domain protein® (FADD) und Caspase 8 verlduft (Aliprantis et al., 2000).

TLR2-TLR2 | po o TLR4-TLR4
) . M cD14 %Moz
TLR3,7,9
= | =¥ LI.‘
[
% yags Jolip W MyDSS/TIRAP
13K S
’ Rac1 TRAFSI IRAK Zytoplasma
» IRAK/Tolli
TN " TAK g " @ ecsi
TRIF(TICAM1)
NIK TAB ot
Akt1 MKK-1
IKKm
MKK-3/MKK-6
IkB JNK,
" ERK,
NF-xB w p38
p38
AP-1
IRF3 NF-xB AP-1  ELK-1 Transkription

L immunologisch aktiver
Gene

ADbb.6 Signalkaskade der TLRs und Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren. Stellvertretend
sind hier die Signalwege einiger TLRs abgebildet. Nach Stimulation der TLRs kommt es zur Aktivierung
intrazellulirer Adaptoren und Kinasen und zur Translokation von Transkriptionsfaktoren, die eine
Produktion nroinflammatorischer 7vtokine initiieren

14



Einleitung

1.3. Regulation von zelltypspezifischen Genen wihrend der Differenzierung

und Aktivierung

Alle Zellen eines Organismus besitzen den gleichen Satz an Erbinformation. Nicht alle Proteine
jedoch werden immer exprimiert. Zellen besitzen Regulationsmechanismen, die die Expression
einzelner Gene festlegen und differenzierungs- und aktivierungsabhéngig steuern. Verschiedene
Ebenen der Kontrolle der Genexpression sind moglich, sei es auf transkriptioneller oder auf
posttranskriptioneller Ebene (Stabilitdt der RNA, Transport aus dem Zellkern). Die Translation
und die Aktivitdt der Proteine konnen ebenso in der Zelle gesteuert werden. Bei der
Transkription spielen genregulatorische Proteine, sogenannte Transkriptionsfaktoren, eine
bedeutende Rolle, die spezifische DNA-Sequenzen im regulatorischen Bereich eines Gens

erkennen und dessen Transkription kontrollieren.

Alle Zelltypen im Blut bilden sich aus pluripotenten Stammzellen im Knochenmark (Till and
McCulloch, 1980; Smith et al., 1991). In den friihen Reifungsstadien proliferieren sie, induziert
von Zytokinen, zu den spezifischen Vorlduferzellen der myeloischen oder lymphatischen Reihe
(siehe Kapitel 1.1). Die Differenzierungs- und Proliferationssignale gehen von
Oberfldachenrezeptoren aus, die nach Stimulierung die Signale in den Zellkern weiterleiten. Dort
werden spezifische Transkriptionsfaktoren induziert, die die Expression von zelltyp- oder
gewebespezifischen Genen steuern (Valledor et al., 1998). Jede Zellart zeichnet sich durch eine
bestimmte Auswahl an Transkriptionsfaktoren aus, die ihre Differenzierung und Funktion
regulieren.

In unten stehender Tabelle sind einige wichtige Transkriptionsfaktoren aufgefiihrt, die fiir die

Differenzierung von myeloischen Zellen verantwortlich sind.

"_I'ranskriptionsfaktor Expression

PU-1 Makrophagen, B-Zellen, Neutrophile Tabelle 4: Fiir die
C/EBP Familie myeloische Zellen, Hepatozyten, Adipozyten Differenzierung

AML1 hamatopoetische Zellen myeloischer Zellen
GATA myeloische und erythroide Zellen wichtige

Jun/Fos Familie ubiquitar Transkriptionsfaktoren
IRF-1 myeloische Zellen und deren Expression.
ICSBP myeloische Zellen

RelB ubiquitar

Im Folgenden sollen die Eigenschaften und Funktionen einiger dieser Transkriptionsfaktoren

néher erldutert werden.
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PU.1 gehort zur Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren und ist ein spezifischer
Transkriptionsfaktor fiir myeloische und B-Zellen. Er reguliert die Expression unter anderem
von CD11b, CD18, einigen Rezeptoren Kolonie-stimulierender Faktoren (CSF-R), wie M-CSFR,
GM-CSFR und G-CSFR, Mannose-Rezeptor und Scavenger-Rezeptor (McKercher et al., 1999).
PU.1 defiziente Méuse zeigen starke Storungen in der Hdmatopoese. Die von Scott et al.
beschriebenen PU.1-defizienten in Méduse sterben in utero und zeigen Defekte in Makrophagen-,
Neutrophilen-, B- und T-Zell-Entwicklung (Scott et al., 1994). PU.1-Knockout-Méuse der
Gruppe von McKercher zeigen erhebliche Stérungen in der Entwicklung von Makrophagen,
Osteoklasten und B-Zellen und sterben nach 48 h an Infektionen aufgrund fehlender
Makrophagen und Neutrophile (McKercher et al., 1996). PU.1 ist offensichtlich wesentlich fiir
die Entwicklung immunologisch wichtiger Zellen. Dieser fiir mononukledre Phagozyten
wichtige Transkriptionsfaktor interagiert mit einer Reihe von anderen Transkriptionsfaktoren,
die ihm zum Teil als Koaktivatoren dienen.

AP-1 ist ein Transkriptionsfaktorkomplex aus Mitgliedern der Jun- und Fos-Familie und gehort
zur bZIP (basic region-leucin zipper)-Gruppe der DNA-bindenden Proteine. AP-1 hat seine
Bedeutung bei der Differenzierung und Proliferation der Zellen. c-Jun, ein Mitglied der Jun-
Familie, ist fiir die Monozyten-Differenzierung wichtig und tritt als Koaktivator von PU.1 auf..
c-Jun bildet im AP-1-Komplex Homo- oder Heterodimere mit Mitgliedern der Jun- oder Fos-
Familie. Mit anderen bZIP-Proteinen, wie CREB (cAMP response element-binding protein)/ATF
oder NF-«xB kann es in Komplex auftreten (Whitmarsh and Davis, 1996; Rangatia et al., 2002).
C/EBP (CCAAT/ Enhancer Binding Protein) gehort ebenso wie AP-1 zu den bZIP-Proteinen und
wird speziell in myelomonozytiren Zellen, Hepatozyten und Adipozyten exprimiert (Zhang et
al., 1996). Die Familie der C/EBP-Transkriptionsfaktoren spielt eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung der myeloischen Vorlduferzelle zur Linie der Granulozyten/Makrophagen
(Iwama et al., 2002). Dabei kann C/EBP-o. unter anderem die Koaktivation von PU.1 blockieren,

indem es c-Jun aus der Bindung zu PU.1 verdringt (Rangatia et al., 2002; Reddy et al., 2002).
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Myeloische
Stammzelle

Abb.7 Einflufi von PU.1, c-Jun und
C/EBP-o. auf die Differenzierung
myeloischer Zellen. Erliuterungen
siehe Text.

Monozyt Granulozyt ‘ 3
Dendritische

Zelle

Makrophage

Zu den Zink-Finger Proteinen gehort die Familie der GATA- Transkriptionsfaktoren, die fiir die
Entwicklung der myeloischen und erythroiden Linie wichtig sind. GATA-1 und -2 kénnen mit
PU.1 interagieren, sowohl kooperativ als auch antagonistisch und dabei die Differenzierung vom
multipotenten Vorldufer zu Erythrozyten und Monozyten beeinflussen. Die Blockierung von
PU.1 zu verschiedenen Differnzierungsstadien und damit die Entwicklung in Richtung
erythroide Zellen wird durch GATA-Proteine gesteuert (Zhang et al., 1999).

AML (acute myelogenous leukemia)—1 z&hlt zur Gruppe der CBF (core binding factor)-Familie
und setzt sich aus den Untereinheiten AML-1a, welche die Bindung an DNA eingeht, und AML-
1B, das die Bindung der a-Einheit an die DNA verstérkt, zusammen. Es reguliert die Expression
einiger wichtiger Gene, z.B. GM-CSFR, M-CSFR, IL-3-Rezeptor und Myeloperoxidase (Zhang
et al., 1996). Eine AML-1 Defizienz der Maus fiihrt zu inneren Blutungen und zum sofortigen
Tod des Embryos (Wang et al., 1996).

Eine weitere, fiir die Differenzierung und Aktivierung von mononukledren Phagozyten wichtigen
Faktoren ist die Familie der NF-kB-Proteine. NF-«xB wird ubiquitdr exprimiert und ist eine
Gruppe von fiinf Rel-Proteinen: RelA, c-Rel, RelB, pSO0/NF-kB1 und p52/NF-kB2 (Neumann et
al., 2000). Die NF-kB-Familie ist bei der Regulation der angeborenen sowie der erworbenen
Immunitét beteiligt. Durch die inhibierenden IkB Proteine wird die Aktivitit von NF-kB
blockiert und erst nach Stimulierung der Zellen, z.B. mit LPS, kommt es zur Freisetzung und
Aktivierung des Transkriptionsfaktors, indem IkB phosphoryliert und degradiert wird. Die
Kombination der Mitglieder des NF-kB-Transkriptionsfaktorkomplexes bestimmt die Bindung
an spezifische Sequenzen und damit ein unterschiedliches Muster an exprimierten Genen. RelB

wird in lymphatischen und dendritischen Zellen exprimiert und nur schwach von IkB-Proteinen
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kontrolliert. Es bildet mit p50 und p52 Dimere und ist sowohl transkriptioneller Aktivator als
auch Repressor NF-kB-abhédngiger Genexpression. RelB-Knockout-Mause zeigen Defekte in der
Entwicklung sekundirer Lymphorgane und ein teilweises Fehlen von dendritischen Zellen
(Marienfeld et al., 2003).

Interferon regulatory factors (IRF) umfassen eine Familie wichtiger Transkriptionsfaktoren fiir
die Expression Interferon-induzierter Gene und spielen eine grof3e Rolle bei der Immunabwehr
viraler Infektionen. IRF-1 gilt als Tumorsuppressor- und Wachstums-regulatorischer
Transkriptionsfaktor und ist wesentlich fiir die Proliferation und Differenzierung von Monozyten
und Makrophagen (Manzella et al., 1999). IRF-1 und -2 binden an IRF-Motive verschiedener
Gene, z.B. inducible nitric oxide synthase (iNOS), IFN-a und B. Eine Induktion von IRF-1
erfolgt durch Makrophagen aktivierende Faktoren, wie IFN-y, IFN-a, TNF, IL-1, IL-6,
Leukemia inhibitory factor (LIF) und LPS. ICSBP (Interferon consensus sequence binding
protein), auch als IRF-8 bezeichnet, wird in myeloischen und lymphatischen Zellen exprimiert
und ist fiir die Differenzierung und Reifung vor allem zweier Subpopulationen von DC nétig,
ndmlich interferon producing cells (IPC) und CD8a+DC (Schiavoni et al., 2002; Tsujimura et
al., 2003; Sharf et al., 1997). ICSBP interagiert lediglich in Komplex mit anderen
Transkriptionsfaktoren mit entsprechenden Konsensussequenzen. Abhdngig vom
Phosphorylierungsstatus seiner Partner geht ICSBP eine Verbindung mit IRF1, IRF2 oder PU.1
ein. Dephosphoryliertes ICSBP kann auch als aktiver Repressor IFN-induzierter Gene agieren
(Sharfet al., 1997).
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2. Aufgabenstellung

Das Thema dieser Doktorarbeit war die transkriptionelle Regulation der Toll-like Rezeptoren
(TLR2, TLR3 und TLR4) in mononukledren Phagozyten. Unser Interesse an der Regulation
begriindete sich zum einen in der zelltypspezifischen Expression dieser TLRs, zum anderen in
der Tatsache, dass die transkriptionelle Regulation in direktem Zusammenhang mit der
Expression des Gens steht und damit auch mit der Zytokinproduktion. In diesem Sinne sollten
regulatorische Elemente definiert werden, die diese Zelltypspezifitdt begriinden. Die
Untersuchung der basalen und induzierten Regulation sollte unter anderem mit Hilfe von
Reporterstudien, quantitativer PCR und Gelshiftassays vorgenommen werden. Der Einfluf3
der DNA-Methylierung auf eine mogliche gewebespezifische Expression des humanen

TLR2-Gens war ebenso Thema dieser Doktorarbeit.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien und Gerite

3.1.1. Gerite

Autoclav
Beta-Counter
Brutschrianke

Elektrophoreseapparaturen

ELISA-Reader

Entwicklungsanlage

Durchflulzytometer

Lightcycler

Mikroskope

PCR-Thermocycler (Modell 4800)

PCR-Thermocycler (Modell PTC-200)

pH-Meter

Photokamera

Luminometer Sirius

Sterilbank (Lamin Air: HA 2472)

Wasserbader

Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifugen
Elutriator, Avanti J-20XP
Megafuge 3,0 R
Biofuge fresco
Multifuge 3S-R
Picofuge

3.1.2. Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel

Zellkulturflaschen

20

Walter, Geislingen

Berthold, Oakville, Kanada
Heraeus, Osterode

Biometra, Gottingen; BioRad,
Miinchen

MWG- Biotech, Ebersberg

Agfa, Koln

Becton-Dickinson, San Jose, USA
Roche, Mannheim

Leitz, Heidelberg

Perkin Elmer, Uberlingen
MJ-Research/Biometra, Oldendorf
Knick, Berlin

Polaroid, Cambridge, USA
Berthold, Oakville, Kanada

Heraeus, Osterode

Millipore, Eschborn

Beckman Coulter, USA

Heraeus, Osterode

Costar, Cambridge, USA
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Zellkulturplatten (6, 24, 96 Vertiefungen),

Zellkulturschalen
ELISA- Platten

Einmalpipetten

Zentrifugenréhrchen (15, 50, 225 ml)

Reaktionsgefille

Polystyrolrohrchen fiir Durchflulzytometer

Rontgenfilme X-Omat ARS

Kryordhrchen
Sterilfilter

Nylon Transfermembran

3.1.3. Chemikalien

Falcon, Heidelberg
Greiner,Niirtingen
Costar, Cambridge, USA
Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Falcon, Heidelberg
Kodak, Rochester, USA
Nunc, Naperville
Millipore, Eschborn
MSI, Westboro, USA

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders aufgefiihrt, von Sigma (Deisenhofen) oder

Merck (Darmstadt) bezogen.

3.1.4. Antikorper

monoklonal:
TLR2
TLR2

TLR4

TLR6

TLRS

TLRO

CDI14-FITC (MY4)
Iso-CD14-FITC
Iso-TLR2

Iso- IgG1

Jose,

Maus IgG1, unkonjugiert
Maus IgG2a, unkonjugiert

Maus IgG1, unkonjugiert
Maus IgG1, unkonjugiert
Maus IgG1, unkonjugiert
Maus IgG1, unkonjugiert
IgG2b

IgG2a

IgG2a, unkonjugiert
Maus IgG1, Pe-konjugiert

Biocarta, Hamburg
Dr.Trude Flo, Dep. of
Cancer Research and
Molecular Biology,
Trondheim, Norwegen
Biocarta, Hamburg
Biocarta, Hamburg
Biocarta, Hamburg
Biocarta, Hamburg
Coulter, Miami, USA
Cymbius Biotech
Immunotech, Prag

Becton-Dickinson, San
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USA
PE sekundir AK Ziege anti Maus Dako, Hamburg
polyklonal:
anti-Aktin Kaninchen Sigma, Deisenhofen
Ziege anti Maus Maus IgG, HRP-konjugiert Dako, Hamburg
Ziege anti Kaninchen Kaninchen IgG, HRP-konjugiert Dako, Hamburg

3.1.5. Enzyme, Inhibitoren und molekularbiologische Kits

Aprotinin

Expand PCR Systeme
Leupeptin

Plasmid Mini/ Midi Kit
PMSF

Proteinase K

Restriktionsenzyme

Reverse Transkriptase SuperSkript 11
RNAse Inhibitor

T4-DNA-Ligase
Taq-DNA-Polymerase

First Choice RLM-RACE

3.1.6. Molekulargewichtstandards

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Qiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen
Promega, Madison, Wi, USA
Boehringer, Mannheim
Roche, Mannheim

Gibco BRL, Eggenstein
Amersham, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Ambion, Austin

3.1.6.1. verwendete DNA- Lingenstandards
Kbplus Leiter
100 200 300 400 500 650 850 1000 1650 2000 3-12000 bp

3.1.6.2 Molekulargewichtstandards fiir Proteine
Kaleidoscope Prestained Standards (Bio Rad)
200 127 85 40,7 31,9 18,7 7,5kDa
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3.1.7. Vektoren

Plasmide:

pBlueskript Stratagene

pcDNA 3.1 V5 His Invitrogen, San Diego, CA, USA
pGl3Basic Promega, Madison, Wi, USA

3.1.8. Primersequenzen

3.1.8.1. Sequenzierprimer

M13 forward

M13 reverse

5-TTG TAA AAC GAC GGC CAG TG-3°
5°-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT-3

T3 5'-ATT AAC CCT CAC TAA AG-3°
TLR2-fulll 5'-CTGGGCAGTCTTGAACAT-3"
TLR2-full2 5-ACTTTACAGGATGAGAAATACTA-3"
pcDNA-AS 5'-GAGAACCTGCGTGCAATCC-3
pCDNA-Seql 5-GCCAATAGGGACTTTCCATT-3"
pCDNA-Seq2 5'-TGGGCGGTAGGCGTGTA-3"

3.1.8.2. Oligonukleotide und PCR-Primer

Oligos fiir Gelshifts

PU1hc gcatataaaggaagtacagg gatccctgtacttcctttat
mTLR4p8 ataaagaaggaatgaggat atcctcattccttctttat
mTLR4p9 agatgacttcctgggatga tcatcccaggaagtcatct
mTLR4p10 ccagcttcctcttge gcaagaggaagctgg
mTLR4p11 acgccttcttcctgttctag ctagaacaggaagaaggcgt
mTLR4p12 gcctactctcacttectettt ggctaagaggaagtgagagt
gTLR4hCSP tacaccaattgctgtggggeggcetcg cctcgagecgecccacagceaattggt
gTLR4320 tacaccaattgctgtggggcacccactgg ccagtgggtgccccacagcaattggtgta
gTLR4mCSP tatagtacttgcagaggggcacccactgg cagtgggtgcccctctgcaagtactata
gTLR4mCA cagtacttgctgtggggcggcetcgagg cctcgagecgecccacagcaagtactg
tir2-Sp1 ccgtggaaggggeggttccecge gcgggaaccgcecccttccacgg
hTLR4-C5 ttgctttggggeggetegag ctcgagccgecccaaagcaa
hTLR4-C6 ttgctgtgggtaggctcgagg cctcgagectacccacagcaa
hTLR4-C7 tcattgtggggcggcetcgag ctcgagccgecccacaatga
hTLR4-C8 ttgctgtggggegtgacgag ctcgtcacgccccacagcaa
mTLR4P10l acgtccagcttcctcttge acgtgcaagaggaagctgg
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Name
TLR2p-Topo
pGI3B-hTLR2-N
TLR4-hmE-pGI3
TLR4-mhE-pGI3
TLR4-hm2E-pGI3
TLR4-mhm3E-pGI3
hTLR2-64mS1
hTLR2-220mS1
hTLR2-220mS2
hTLR2-220mS1S2
TLR4-mh2E-pGI3
TLR4-hmh3E
TLR4-S-pGI3
TLR4-PO-pGI3
TLR4-P3-pGI3
TLR4-mSPm-pGI3

hTLR4E-mCA
hTLR4E-mCSP
hTLR2-poly
hTLR2-mE
hTLR2-45
mTLR4-hCSP-pGI3
mMTLR4E-S
full-hTLR2lang/kurz

primer sense

cggacatacggacatctgtgc
cggacatacggacatctgtge

ChmTLR4s

ChhTLR4s

caccagtgtcccagggactctgCh2hms

Ch2hms
cggcgcacgtgecccgtggaaggttaggttcccgeaccec
cggcgcacgtgccccgtggaaggttaggttcccgeaccee
gctcacggtcaaggttaggagee
gctcacggtcaaggttaggagcec
caggtgtctcagaaactgctcggCh2hs
caccagtgtcccagggactctgCh2hms
caccaattgctgttcagcggcetcgagg
gccaactagctagttcttgetgtttctttag

gggcggctcgaactagagaagacacc
ctgctttgaatacaccaattgcagaggggcacccactgggagg

mTLR4E-mPU-10-pGI3 gaaagccagctagttcttgctgttcctc
mTLR4E-mPU-11-pGI3 caaacgccttctagttgttctagtct
mTLR4E-mPU-12-pGI3 gcactctcactagttctttgaatatagtac
mTLR4E-mPU-9-pGI3 ggtcagatgacttaatgggatgaaag

cagtacttgctgtggggeggctegagg
gaatatagtacttgcagaggggcacccactggg
aaagcgcagccaggtgactgctcggagt
tettacgegtgetaggtgeceecgacgaaggggegg
agtcgctagegttccegcaccecaga
gtggggeggetegagggagggaagaggcagy
cagatcagcacccactgggag
atcgctcgagatctaacttagctctatggcettctgaggegg
cattcttctggageccattgag
cggtaaactgcccacttg
ctaactcgagaacccttttgcttacttccagtcece

primer antisense
ctgggagaactccgagcagtc
ctgggagaactccgagcagtc
ChhTLR4as

ChmTLR4as
cctgggacactggtgtcttctcttccCh2hmas
Ch2hmas

aacctaaccttccacggggcac
aacctaaccttccacggggcac
cccagcaggctectaaccttgacc
cccagcaggctectaaccttgacc
cagtttctgagacacctgcctcttcccCh2mas
cctgggacagtggtgtcettctcttce
ctctgtggtttctggtacctectetgg
ctaaagaaacagcaagaactagctagttggc
ggtgtcttctctagttcgagecgeee
ctgaggcactggtgtcttcectcccagtgggtgee
gaggaacagcaagaactagctggctttc
agactagaacaactagaaggcgtttg
gtactatattcaaagaactagtgagagtgc
gctttcatcccattaagtcatctgac
gccccacagcaagtactgtattcaaageagttc
ccctctgcaagtactatattcaaagcagttctggg
cagtcacctggctgegctttctc

tcgagccgecccacagcaattggtgtattcaaagaggaagtgaga
ccagtgggtgetgatctge

tectgtctettgatcagatceg
agataagcttggaactgagagtcagagtgattggac
gttctcgagttagccagagagctcetge
ggctcatagctctgtagatctgaage

3.1.9. Bakterien und Zellinien

Eukaryontische Zellinien:

THP-1
HeLa

U937
MonoMac6
RAW 264.7
S2 Zellen

humane monozytische Leukdmiezellinie (DSM ACC 16)
humanes Zervixkarzinom (DSM ACC 57)
humane histiozytische Lymphomzellinie (DSM ACC 5)

humane monozytische Leukdmiezellinie (DSM ACC 124)

murine monozytische Leukdmiezellinie

Drosophila Schneiderzellen

Bakterienstimme: DH10B

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Kultur von Zellinien

Kulturbedingungen und Passagieren:

Die Zellinien wurden in RPMI 1640 mit 10% fotalem Kélberserum bei 37°C, 5%

Kohlendioxidgehalt und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator (Heraeus, Hanau)
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kultiviert. Ausnahmen dabei sind HeLa-Zellen, die mit DMEM Medium und 7%
Kohlendioxidgehalt und S2 Schneiderzellen, die mit Schneiders Drosophila Medium (Gibco)
bei 24°C ohne CO; kultiviert wurden.

Folgende Zusitze wurden dem Medium beigefiigt: L-Glutamin (2mM), 2 ml Vitamine,
Penicillin/ Streptomycin (100 U/ml), Natriumpyruvat (1mM), 2-Mercaptoethanol (50uM).
Die Zusitze stammen von Gibco, Eggenstein. Fiir MonoMac6 wurde zusitzlich noch 5ml
OPI- Mediumzusatz (1 Flasche OPI- Mediumzusatz von Sigma in 10ml 0,1M HCI gelost)
zugefiigt.

Die Seren wurden vor Gebrauch bei 56°C fiir 30 min inaktiviert. Adhérente Zellen wurden
nach Erreichen der Konfluenz mit PBS gewaschen und 5 bis 10 min mit 0,05% Trypsin/
0,02% EDTA bei 37°C inkubiert, anschliefend in Medium mit Serum aufgenommen und 1:5
bis 1:10 verdiinnt in neue Zellkulturflaschen verteilt. RAW 264.7 und S2 Zellen wurden
durch Abkratzen mit einem Zellschaber bzw. Abklopfen abgelost.

Zellzahl- und Vitalititsbestimmung:
Bendtigte Materialien:
Trypanblauldsung: 0,2% (w/v) Trypanblau

in 0,9%iger NaCl-Losung
Neubauer Zahlkammer
Die Zellzahl und die Vitalitdt wurden mit dem Trypanblau- Ausschlusstest bestimmt, indem
die Zellsuspension mit der Trypanblauldsung verdiinnt wurde. Mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer wurden die Zellen innerhalb eines GroBquadrats (16 Kleinquadrate) gezéhlt.
Berechnung der Zellzahl: z [Zellen/ml] = Zx V x 10°
Z = Zahl der ungefirbten Zellen in einem GroBquadrat (1 mm?)

V = Verdiinnungsfaktor

Einfrieren und Auftauen:
Einfriermedium: 50% RPMI 1640
40% FCS
10% DMSO (Dimethylsulfoxid)

Die Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz geerntet und in 1ml eiskaltem

Einfriermedium suspendiert. Nach Uberfiihren in Kryordhrchen wurden die Zellen 24h bei —

70°C gelagert. Die dauerhafte Lagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff.
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Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Stickstoff in ein 37°C warmes Wasserbad
iberfiihrt und anschlieend in warmem Medium aufgenommen.
Um restliches DMSO zu entfernen, wurde die Zellsuspension zentrifugiert (300xg, 8 min,

4°C) und in frischem Medium resuspendiert.

Mycoplasmentest:

In regelmdBigen Abstéinden wurden alle Zellinien auf Mykoplasmen untersucht.
Dies erfolgte mit Hilfe eines ELISAs (Mycoplasma Detection Kit) laut Anleitung des
Herstellers (Roche).

3.2.2. Gewinnung und Kultivierung primérer Zellen

Monozyten:

Isolierung durch Gegenstromelutriation:

benotigte Materialien:

Ficoll-Paque (Pharmacia, Freiburg)

PBS

PBS/ 6% H,0,

HANKS "Balanced Salt Solution" mit 6% autologem Blutplasma

Von gesunden Spendern wurde in einer Leukapherese ein Leukozyten-angereichertes
Blutkonzentrat gewonnen (Graw et al. 1971). Die mononukledren Zellen (MNC) wurden aus
dem Konzentrat durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation iiber Ficoll-Paque isoliert und
dreimal mit PBS gewaschen (Johnson et al. 1977). Die daraus folgende Monozytenisolierung

erfolgte iiber eine Gegenstrom-Zentrifugation (Elutriation) (Sanderson et al. 1977).
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Einstellungsparameter bei der Elutriation:
Fraktion Durchflufirate enthaltene Zellen

Pumpe (ml/min)

la 52 Thrombozyten

1b 57 kleine Lymphozyten
2a 64 "

2b 74 "

2c 92 groe Lymphozyten
3 111 Monozyten

Die Elutriation erfolgt in einer 50 ml Kammer mit einer Beckman- Zentrifuge.

Kammer, Pumpe und Schlauchsystem wurden mit 6%igen Wasserstoffperoxid sterilisiert und
zweimal fiir je 20 min mit PBS gespiilt.

Die Eichung erfolgte bei einer konstanten Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2500 Upm bei
4°C und bei einer Durchfluflrate von 52 ml/min wurde die Kammer mit den MNC beschickt.
Bei konstantem Zulauf von HANKS wurde die Durchflu3rate schrittweise gesteigert und die
obenstehenden Fraktionen gesammelt. Der Anteil an CD14- positiven Zellen (Monozyten) in
Fraktion 3 wurde immunhistochemisch oder durch Durchflulzytometrie bestimmt. Die
Reinheit der Monozytenfraktion lag bei 85-95%.

Die Monozyten wurden bei 1200 Upm abzentrifugiert und in Medium aufgenommen. Durch
Bestimmung der Zellzahl wurde die spenderabhéngige Ausbeute berechnet, die zwischen 10 -

30% lag bezogen auf die Gesamtzahl der eingesetzten MNC.

Kultivierung:

Makrophagen:

Monozyten wurden mit einer Dichte von 1x10° Zellen/ml in hydrophobe Teflonbeutel
eingesit und in RPMI 1640 mit 2% humanen AB-Serum kultiviert.

Um die Zellen nach einer entsprechenden Kulturdauer zu ernten, wurde der Beutel fiir 45 min
im Kiihlschrank gelagert und anschlieBend die abgeldsten Zellen gewonnen. Die Morphologie
der Zellen wurde unter dem Mikroskop iiberpriift.

Dendritische Zellen:

Zur Generierung dendritischer Zellen wurden Monozyten zu 1x10° Zellen/ml RPMI 1640
incl. 10% FCS fiir 10 Tage kultiviert. Folgende Zusétze wurden dem Medium beigefiigt:
rGM-CSF (100 U/ml), rIL-4 (50 U/ml). Nach 2 bzw. 5 Tagen wurde frisches Medium
zugefiigt (je 10 ml bei 25 ml Startkultur). Die typische Morphologie der Zellen wurde unter
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dem Mikroskop begutachtet. Wéahrend die Zellen am Tag 1 noch adhdrent waren, begannen
sie, sich unter Clusterbildung abzuldsen. Nach 7 Tagen befanden sie sich grofBtenteils in

Suspension.

BMM (Bown-marrow-derived-macrophages):

Aus den praparierten Oberschenkelknochen wurden die Zellen mit sterilem PBS gespiilt und
nach dem Abzentrifugieren in 10 ml RPMI incl. 10% FCS unter Zugabe von 200 ng/ml M-
CSF in Zellkulturschalen ausgesét. Nach 5 Tagen erfolgte erneut eine Stimulierung mit M-
CSF. Die Knochenmarksmakrophagen konnten an Tag 7 geerntet und fiir weitere Versuche

verwendet werden.

3.2.3. Transfektionen

3.2.3.1 mit Lipofektamin: Hela-Zellen

Am Tag 0 wurden 400000 Zellen/2 ml pro Ansatz in 6-Loch-Platten eingesédt. Am nichsten
Tag erfolgte die Transfektion. Dazu wurden Losungen A und B hergestellt:

Losung A: 100 pl Opti MEM I ( Gibco) +1 ng DNA
Losung B: 100 pl Opti MEM 1 + 7 ul Lipofektamin (Gibco)

Beide Losungen wurden miteinander vermischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Inzwischen wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen. Zu der Mischung aus A und B wurden
800ul Opti MEM hinzugefiigt und der gesamte Ansatz vorsichtig auf die Zellen gegeben.
Nach 5 Stunden Inkubation bei 37°C wurde 1 ml Medium incl. 20% FCS hinzugegeben. Ein
Mediumwechsel erfolgte am Tag 2. An Tag 3 wurden die Zellen geerntet und die Luciferase-

Aktivitit gemessen (laut Anleitung von Promega).

3.2.3.2 mit Effectene (Qiagen): S2 Schneider Zellen, Hela-Zellen

Die am Vortag gesplitteten Schneider-Zellen wurden zu 4 x 10°/ 1,6 ml Medium incl. 10%
FCS pro Ansatz in 6-Loch-Platten ausgesét. EC-Puffer wurde vorgelegt (Endvolumen betrug
100 pl incl. DNA) und mit 1-1,5 pg DNA und 12 pl Enhancer in einem 1,5 ml-

Reaktionsgefdl3 gemischt und 2 bis 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
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mit 10 pl Effectene fiir 10 min inkubiert und der gesamte Ansatz mit 600 pul Medium incl.
10% FCS auf die Zellen gegeben.

3.2.3.3 mit DEAE/ Dextran: THP1, MonoMac6

benotigte Losungen:

STBS-Puffer:

Tris pH 7,4 (25 mM) 25 ml
NaCl (137 mM) 8g
KCI (5§ mM) 0,372 g
Na,HPO4 (0,6 mM) 0,084 g
CaCl; (0,7 mM) 0,102 g
MgCl; (0,5 mM) 0,101 g

mit H,O bidest ad 1 1.
DEAE- Stammldsung (10 mg/ml):
mit STBS Puffer auf 10 mg/ml, sterilfiltrieren.

Es wurden am Tag 0 500000 Zellen/ml eingesdt, am Tag 1 pro Ansatz 6 ml Zellsuspension
abzentrifugiert und mit 5 ml STBS gewaschen. In ein Eppendorfrohrchen wurden 70 pul STBS
vorgelegt, mit 200 ng DNA (bzw. 500 ng fiir MonoMac6) und 10 ng Renilla-Referenzgen
(62,5 ng bei MonoMac6) gemischt, dazu 70 pl bzw. 130 ul DEAE in STBS (800 pg/ml bzw.
400 pg/ml Stammldsung) gegeben und die Mischung auf die Zellen gegeben. Nach 20 min
Inkubation bei 37°C wurde zum Stoppen der Reaktion 5 ml STBS hinzugefiigt und 2x mit
STBS gewaschen, um dann das Pellet in 6 ml Medium mit 10% FCS aufzunehmen und in

Zellkulturschalen zu tiberfiihren. Die Lyse der Zellen erfolgte an Tag 3.

3.2.3.4 mit Superfect (Qiagen): RAW 264.7

Am Tag 0 wurden 500000 Zellen/2 ml Medium pro Ansatz in 6-Loch-Platten ausgesét. Fiir
die Transfektion bendtigt man 3 pg DNA, die zu 100 pl OptiMem pipettiert wurden. Nach
Zugabe von 10 pl Superfekt (10 sec vortexen) erfolgte eine 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur. Mit 600 pul Medium incl. 10% FCS wurde der Transfektionsansatz auf die
Zellen, die vorher mit PBS gewaschen wurden, tiberfiihrt. Nach 3 h Inkubation bei 37°C

erfolgte ein Mediumwechsel und am néichsten Tag die Lyse der Zellen.
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3.2.3.5 Stabile Transfektion von RAW 264.7

Fiir eine stabile Transfektion wurden 10 ml Zellsuspension in einer Konzentration von
250000 Zellen/ml am Vortag in Zellkulturschalen ausgesit. Pro Ansatz benotigte man 10 pg
linearisiertes Expressionsplasmid und 5 pg linearisierten Resistenzvektor.

Die Transfektion wurde mit Superfect (Qiagen) nach folgendem Schema durchgefiihrt:

500 ul OptiMem, Expressions- und Resistenzplasmid wurden gemischt, 50 pl Superfect
hinzugegeben, gevortext und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit 3 ml Medium incl.
Pen/Strep wurde die Mischung auf die mit PBS gewaschenen Zellen getropft und 3 h bei
37°C inkubiert. Der Transfektionsmix wurde entfernt und mit 10 ml Medium ohne Pen/Strep
ersetzt. Nach 36-48 h wurde wiederum das Medium gewechselt— immer ohne Pen/Strep- und
40 ul G418 (Neomycin) zur Selektion hinzugefiigt. Ein Mediumwechsel mit Zugabe von
G418 erfolgte immer nach 2-3 Tagen mit jeweiligem Waschen der Zellen mit PBS. Sobald
Kolonien zu sehen waren, wurden diese durch Abspiilen mit kaltem PBS geerntet und fiir

weitere Versuche in 6-Loch-Platten ausgesit.

3.2.3.6 Luciferase-Assay (Promega)

Die transfizierten Zellen wurden nach einer entsprechenden Zeit mit Lysepuffer laut
Anleitung bearbeitet — ,,Cell Lysis Buffer flir RAW264.7, S2 Zellen, Hela-Zellen und
,Passive Lysis Buffer* fiir THP-1 und MonoMac6. Mit dem Zellysat konnte man dann mit
Hilfe eines Luminometers die Menge an Luciferase detektieren. Dazu wurden 20 ul Lysat mit
100 pl Luciferase Reagenz - LAR I fiir sich schnell teilende Zellen wie RAW 264.7, S2
Zellen, Hela-Zellen und LAR 1I fiir THP-1 und MMG6 - in einem 5 ml Polystyrenrhrchen
gemischt. Zur Bestimmung von Renilla (als Referenz) wurde die Mischung anschlieBend mit
100 ul ,,Stop and glow*-Reagenz gemischt, gevortext und im Luminometer vermessen. Mit

Zellen, die mit LAR I vermessen wurden, wurde eine Proteinbestimmung durchgefiihrt.

3.3. Immunologische Methoden

3.3.1 Zytokin-ELISA

Materialien:

96-Loch-Platten
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I1-6 und I1-12p70 Testsysteme (Endogen)
Sterilfilter
ELISA-Reader

Die Zytokin-ELISAs wurden laut Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurde das
entsprechende Zytokin von spezifischen Antikorpern auf der Oberfliche der Mikrotiterplatte
gebunden und durch ein Detektionskomplex nachgewiesen. Der Komplex wurde mit Hilfe
einer Farbreaktion am ELISA-Reader quantitativ iiber Vergleich mit einer Standardreihe
ausgewertet.

Fiir die Bestimmung von I1-6 wurden Uberstinde von Monozyten (1x10%ml) aus der
Elutriationen verwendet und stimuliert mit OCG (n-Octyl 3-D-Glucopyranoside) (25 mM)
und MALP-2 (macrophage activating lipoprotein, 2kDa) (2 U/ml, 100 U/ml).

Die Uberstinde wurden am Tag der Ernte sterilfiltriert und bei —20°C gelagert. 11-12-
Uberstinde wurden nicht eingefroren und am Tag der Ernte vermessen. Fiir dessen
Bestimmung wurden dendritische Zellen (500000-1x10%ml) in 24-well-Platten ausgesit und
mit poly I/C (3-200 pg/ml), LPS (60 pg/ml - 6 ng/ml) und hIFNB (100 U/ml) stimuliert.

3.3.2 Durchflusszytometrie- Firbung von Oberflichenantigenen

benotigte Losungen:
Hepes- Stammlosung (pH 7,4/8,0) 23,83 g (1 M) Hepes
ad 100 ml mit aqua bidest.,
mit konz. NaOH auf pH 7,4/8,0 einstellen, steril

filtrieren

Natrium-Kalium-HEPES-Puffer (NKH) 8,0 g (137 mM) NaCl
0,4 g (54 mM) KCl
2 ml (20 mM) Hepes (1 M) pH 7,4
ad 1000 ml mit aqua bidest.
NKH-Albumin-Gelatine-Puffer (NAG) 0,4 ml (40 mM) Hepes (1 M) pH 8,0
100 pl (0,22%) BSA (22%)

100 pl (0,1%) NaNj; (10%)
500 ul (0,25%) Gelatine (5%)
1 - 2 Tropfen Phenolrot
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FACS-Waschpufter

Fixierlosung

Primérantikorper (TLR)

Primérantikorper (CD14)
Sekundérantikorper

Isotypkontrolle

ad 10 ml mit NKH- Puffer

5 ml (600 pg/l) Immunglobulin-
Losung (60 mg/ml)
(Sandoglobin, Sandoz,
Basel)

5 ml (0,1%) Natriumazid- Stammldsung
(10%)

zu 500 ml PBS zugeben.

1 g(1%) Paraformaldehyd

ad 100 ml mit aqua bidest., auf 60°C erhitzen
und einige Tropfen NaOH-Ldsung zugeben,

bis die Triibung verschwunden ist.

5-10 pg/ml NAG- Losung; die genaue
Konzentration variiert zwischen den Antikorpern

und muB fiir jeden einzelnen austitriert werden

CD14-FITC; 10 pl unverdiinnt

PE-AK; 1:50 mit NAG- Puffer verdiinnt
Iso- TLR2; 1:5 mit NAG- Puffer verdiinnt
Iso-CD14-FITC; 10 pl unverdiinnt

Aus der Leukapherese wurden 5x10° Zellen/ Ansatz zweimal mit je 500 ul FACS-
Waschpuffer in FACS- Réhrchen gewaschen (1400 Upm, 5 min, 4°C).
Das Pellet wurde resuspendiert und mit 50 pl TLR-Antikérper bzw. Iso-TLR fiir 30 min auf

Eis gefédrbt. AnschlieBend erfolgte zweimaliges Waschen mit je 500 pl Waschpuffer und

Zugabe von 5 ul Sekundirantikorperlosung fiir 30 min auf Eis unter Lichtausschluf3. Nach

erneutem Waschen wurde mit CD14 bzw. [so-CD14 fiir 30 min auf Eis (Lichtausschluf3)

gefdrbt und daraufhin wieder gewaschen. Mit je 500 pul PFA-Puffer wurden die Zellen fixiert

und konnten so bis zum Messen maximal eine Woche bei 4°C gelagert werden, ohne an

Fluoreszenz zu verlieren.

32



Material und Methoden

Als Kontrollen dienten Zellen ohne Antikorper, ohne TLR- AK, ohne Iso-TLR-AK. CD14

wurde als Positivkontrolle fiir Monozyten und Makrophagen eingesetzt.

3.4. Proteinchemische Methoden

3.4.1 Priparation von Zellkernextrakten durch hypotonische Nonidet P-40 Lyse

Reagenzien:

Puffer A: 100 pl (10 mM)
100 pl (10 mM)
15ul (1,5 mM)
50 ul (0,5 mM)
10 ul (20 pg/ml)
40 ul (80 pg/ml)
S5ul (10 pg/ml)
25 ul (2,5 pg/ml)
10 ul (1 pg/ml)
10 ul (2 pg/ml)
100 pl (1,0 mM)
100 pl (1,0 mM)

Hepes (1 M) pH 7,9
KCl (2 M)

MgCl, (1 M)

DDT (100 mM)
Antipain (20 pg/ul)
Chymostatin (20 pg/ul)
E46 (20 pg/ul)
Leupeptin (1 pg/ul)
Pepstatin (1 pg/ul)
Aprotinin (2 pg/ul)
PMSF (100 mM)
Sodium-o-vanadat (100 mM)

ad 10 ml mit H,O millip., frisch herstellen.

Puffer B: Puffer A
0,4-1%

Puffer C: 20 ul (20 mM)
84 ul (420 mM)
310 pl (25%)
L5 ul (1,5 mM)
0,4 ul (0,2 mM)
S5ul (0,5 mM)
2,5 ul (50 pg/ml)
8ul (160 pug/ml)
1 ul (20 pg/ml)
Sul (5 pg/ml)

NP-40

HEPES (1 M) pH 7,9
NaCl (5 M)

Glycerol (80%)
MgCl, (1 M)

EDTA (0,5 M) pH 8,0
DDT (100 mM)
Antipain (20 pg/ul)
Chymostatin (20 pg/ul)
E46 (20 pg/ul)
Leupeptin (1 pg/ul)
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I ul (1 pg/ml) Pepstatin (1 pg/ul)

S5ul (0,5 mg/ml) Pefabloc SC (100 pg/ul)

lul (2 pg/ml) Aprotinin (2 pg/ul)

10 ul (1,0 mM) PMSF (100 mM)

10 ul (1,0 mM) Sodium-o-vanadat (100 mM)

ad 1 ml mit H,O millip., frisch herstellen.

Nach dem Ernten der Zellen (mind. 10”) wurden sie dreimal mit eiskaltem, sterilem PBS
gewaschen. Die Zellen wurden in Puffer A mit einer Konzentration von 1-2x107/1 ml Zellen
resuspendiert und in ein Eppendorfrohrchen iiberfiihrt. Aufgrund der Hypotonie der Losung
kam es zur Volumenzunahme der Zellen. Es erfolgte 3 min Inkubation auf Eis und
anschlieBendes Abzentrifugieren (6 min, 2000 Upm, 4°C). Die Zellen wurden in 150-200 pl
Puffer A resuspendiert und nach Zugabe der gleichen Menge Puffer B gevortext. Dadurch
erfolgte die Lyse der Zellen durch das Detergenz Nonidet P40. Die Inkubation auf Eis
erfolgte je nach Zelltyp zwischen 5 und 15 min (6 min, 2500 Upm, -9°C). Durch Waschen mit
500 pl Puffer A wurden die Reste Detergenz entfernt und das Pellet mit 30-60 ul Puffer C
suspendiert (8 min, Eis) und bei 13000 Upm, 10 min, -9°C abzentrifugiert. Durch die
Hypertonie von Puffer C kommt es zum Austreiben der 16slichen Kernbestandteile. Die

Lagerung des Uberstands erfolgte bei —70°C.
3.4.2. Proteinbestimmung mit BCA

benotigte Reagenzien:

A. BCA-Losung (Bicinchoninic acid)

B CuSOs4 x 5 HyO (4% (w/v)) (Sigma)

C. 50 Teile A+ 1 Teil B

D Proteinstandards zwischen 200 - 1200 pg/ml

(im Puffer der zu vermessende Proben gelost)

Der BCA-Assay wurde zur quantitativen Bestimmung von Proteinkonzentrationen verwendet.
Dazu wurden 10 pl Probe mit 200 pl Losung C in einer 96-well-Platte versetzt und 30 min bei
37°C inkubiert (doppelte Ansétze fiir Proben und Standards).

Die Extinktion (OD) wurde bei 560nm vermessen und die Proteinkonzentration anhand der

Standardgeraden errechnet (Smith et al., 1985).
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3.4.3. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE

bendtigte Losungen:

Acrylamid-Stammldsung:

AA (30%)

Untergelpuffer:

Obergelpuffer:

SDS-Stammldsung (10%):

Trispuffer TP (1,25 M):

SDS-Probenpuffer PP (2x):

Ammoniumpersulfat AP (10%)

146 g Acrylamid (MW 71,1)
40¢g BIS (MW 154,2)
Ad 500 ml mit aqua bidest.

90,83 g (1,5 M) Tris/ HCI pH 8,8
Ad 500 ml mit aqua bidest.

30 g (0,5 M) Tris/ HCI pH 6,8
Ad 500 ml mit aqua bidest.

10g SDS

Ad 100 ml mit aqua bidest.

13 ¢ Tris/ HCI pH 6,8
Ad 100 ml mit aqua bidest.

10 ml (20%) Glycerin

5 ml (125 mM) TP

2 g (4%) SDS

5 ml (10%) 2-Mercaptoethanol
10 mg (0,02%) Bromphenolblau

ad 50 ml mit aqua bidest.
100 mg Ammoniumpersulfat

Ad 1 ml mit aqua bidest. (frisch hergestellt)

Laemmli-Elektrodenpuffer (5x): 15 g (40 mM) Tris
216 g (0,95 M) Glycin
15 g (0,5%) SDS
ad 3000 ml mit aqua bidest.
Gel-Stammldsungen | Untergele Obergel
7,5% 10% 12% 15% 5%
Obergelpuffer 25 ml
Untergelpuffer 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml
SDS (10%) 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
AA (30%) 25 ml 33 ml 40 ml 50 ml 16,65 ml
aqua bidest. ad 100 ml

Zusammensetzung der Stammlésungen
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Untergel Obergel
Stammldsung 10 ml 5 ml
TEMED 10 pl 5 ul
AP (10%) frisch 50 pl 40 ul

Pipettierschema fiir Unter- und Obergel

Die Herstellung des Untergels (Trenngel) erfolgte am Vortag, um eine vollstindige
Polymerisation zu erreichen. Vor der Zugabe von TEMED (Radikalstabilisator) und
Ammoniumpersulfat (Radikalstarter) wurde die bendtigte Menge an Untergel-Stammldsung
(5 ml fiir Minigel, 12 ml fiir Maxigel) im Wasserstrahl- Vakuum entgast.

Das gegossene Gel wurde mit wenigen Tropfen wassergesittigtem Isobutanol und nach der
Polymerisation mit Untergelpuffer tiberschichtet (1:3 verdiinnt) und iiber Nacht bei 4°C
auspolymerisiert.

Am néichsten Tag wurde das Obergel gegossen (nach 30 min abgeschlossen) und die fertigen
Gele in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Als Elektrodenpuffer wurde Laemmli-Puffer
5x (1:5 verdiinnt) eingesetzt. Die Proben wurden 1:1 mit SDS-PP 2x vermischt, 5 min bei
95°C erhitzt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 18 mA pro Minigel oder 25 mA
pro Maxigel fiir 60 und 180 min (Shapiro et al., 1967, Laemmli et al., 1970).

3.4.4 Western-Blotting

verwendete Losungen:

Anodenpuffer A: 36,3 g(0,3M) Tris pH 10,4
200 ml (20%) Methanol
ad 1000 ml mit aqua bidest.
Anodenpuffer B: 3,03 g (25 mM) Tris pH 10,4
200 ml (20%) Methanol
ad 1000 ml mit aqua bidest.
Kathodenpuffer C: 5,20 g (4 mM) g-Amino-n-Capronséure pH 7,6
200 ml (20%) Methanol

ad 1000 ml mit aqua bidest.
Der elektrophoretische Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose oder PVDF-Membranen
erfolgte im semi-dry-Verfahren (Towbin et al., 1979) nach der Auftrennung durch SDS-
PAGE. In die drei Blotpuffer wurden jeweils drei Whatman-Filterpapiere gelegt, die
Membran auf Gelgroe zugeschnitten und mit Puffer B benetzt ( PVDF-Immobilon-P-
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Membran 0,45 um, Millipore, vorher erst in Methanol geschwenkt). Von dem aus der
Elektrophoresekammer entnommenen Gel wurde das Obergel entfernt und kurz in Blotpuffer
B geschwenkt. Der Zusammenbau des Blotsandwichs ist in untenstehender Abbildung
dargestellt. Beim Aufbau sollte darauf geachtet werdden, dass er luftblasenfrei ist. Der

Proteintransfer erfolgte bei 0,8 mA/cm” Gelfldche fiir 30-45 min (Towbin et al., 1979).

(-) Kathode ()

Drei Lagen Filterpapier in Puffer C
getrankt

SDS-Gel

Drei Lagen Filterpapier in Puffer B

Drei Lagen Filterpapier in Puffer A

(+) Anode (+)

Zusammenbau des Blots

3.4.5. Nachweis und Charakterisierung von Proteinen

3.4.5.1 Coomassiefirbung

bendtigte Losung:

Coomassie Bio Safe Bio Rad

Die SDS-Gele wurden 3x 5 min in Wasser geschwenkt, fiir 20-60 min in 50 ml Coomassie
Losung fiir Minigele oder 100 ml fiir SDS-Gele inkubiert und anschlieSend {i.N. in Wasser
gewaschen. Das Gel wurde auf dem Geltrockner getrocknet und die Proteinmengen anhand

der Blaufarbung verglichen.
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3.4.5.2 Immunofirbung von Proteinblots

benotigte Losungen:

TBS Stammlosung 2x

TBS 0,1% Tween 20
(Waschlosung)

5%ige Milchpulver-Losung

(Blocking-Losung)

Antikorper

Substrat

4,8 g (40 mM) Tris/HCI pH 8,0
18 g (0,3 M) NaCl

0,74 g (2 mM) EDTA

50 mg (0,05%) NaNj3;

ad 1000 ml mit aqua bidest.

1 ml Tween 20
500 ml TBS-Stammldsung
ad 1000 ml mit aqua bidest.

5% Milchpulver in TBS/Tween 16sen

primédrer und HRP-gekoppelter sekundérer Antikorper

in Blocking-Ldsung

Peroxidase-Substrat (ECL-Substrat) siehe 4.5.3

Die Membranen wurden nach dem elektrophoretischen Transfer ii.N. bei 4°C in Blocking-

Losung inkubiert. Nach dem Absaugen der Losung wurde der in der Blocking-Losung

verdiinnte primere Antikorper (1:500) auf die Membran gegeben und 1 h bei RT geschwenkt.

Danach wurde 3 mal fiir 10 min mit Waschlosung gewaschen und eine weitere Stunde mit

Enzym -gekoppeltem sekunddren Antikdrper gegen den primdren Antikorper inkubiert. Nach

weiteren 3 Waschschritten wurde der Blot geférbt.

3.4.5.3 ECL-Firbung von Proteinen

Die Farbung erfolgte mit dem ECL-Detektions-Kit von Amersham nach dem Protokoll des

Herstellers und die Detektion wurde mit Autoradiographiefilmen durchgefiihrt.
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3.5. Molekularbiologische Methoden

3.5.1. Kultivierung von Bakterien

LB-Medium: 10 g NaCl
10g Bactotryptone
5g Hefeextrakt

ad 1000 ml mit aqua bidest., autoklavieren
LBamp-Platten: 1,5¢g Agar
ad 100 ml mit LB-Medium, aufkochen bis Agar gelost,
abkiihlen auf 60°C
100 ug/ml  Ampicillin
zugeben und Platten gielen
Der jeweilige Bakterienstamm wurde in LB-Medium (mit 100 png/ml Ampicillin bei
entsprechender Resistenz) bei 37°C durch Schiitteln kultiviert. Um die Kultur dauerhaft bei —
80°C lagern zu konnen, wurden 600 pl einer 1:1-Mischung aus Glycerin und LB-Medium mit

600 pl Bakteriensuspension gemischt.

3.5.2 Plasmidvektoren

3.5.2.1 Mini-/ Midi-Priparation

Die Plasmide wurden laut Anleitung des Herstellers (Mini-Prep: Qiagen, Promega; Midi-

Prep: Qiagen) prépariert.

3.5.2.2 Transformation von E.coli

Reagenzien:

SOC-Medium: 20g Bactotryptone
5¢g Yeast Extract
0,6 g NaCl
02¢g KCl

ad 1000 ml mit aqua bidest., autoklavieren und nach

dem Abkiihlen:
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10 ml MgCl, (1 M), sterilfiltriert

10 ml MgSO4 (1 M), sterilfiltriert

10 ml Glucose (2 M), sterilfiltriert
Fiir eine Transformation wurden 0,1-1 pg Plasmid (in 10 pl) mit 100 pl kompetente Bakterien
gemischt und 20 min auf Eis gestellt. Die Bakterien wurden im Wasserbad bei 42°C fiir 60
sec erhitzt und sofort flir 2 min wieder auf Eis gestellt. Nach Zugeben von 0,9 ml SOC-
Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C geschiittelt. 0,1 ml der Suspension wurde auf
Agar-Platten ausgestrichen und . N. bei 37°C inkubiert (Sambrook et al., 1989).
Fiir die Herstellung von Minipreps wurden mehrere Kolonien gepickt und nach 1. N. Kultur
in LB-Medium prépariert. Die Transformation wurde durch Sequenzierung iiberpriift und

Glycerinkulturen (siehe 3.5.1) wurden angelegt.

3.5.3 Praparation, enzymatische Manipulation, Analyse und Sequenzierung von DNA

3.5.3.1 Gelelektrophorese

Agarose-Gel fiir DNA:
TAE (50x) 2423 g(2M) Tris

20,5 g (250 mM) NaAc/HAc pH 7,8
18,5 g (50 mM) EDTA

ad 1000 ml mit aqua bidest.

Ladepuffer DNA (5x)500 ul (50 mM) Tris/HCI pH 7,8

500 pl (1%) SDS (20%)

1 ml (50 mM) EDTA (0,5 M) pH 8,0
4 ml (40%) Glycerin

0,1% Bromphenolblau

ad 10 ml mit aqua bidest.

1% 1,5% 3%
H20 ad 50 ml ad 100 ml ad 100 ml ad 100 ml
IAgarose 05¢g 10g 15¢g 30g
TAE (50x) 1 ml 2 ml 2 ml 2 ml
Ethidiumbromid 2,5ul 5l 5l 5l

Die Agarose wurde mit H,O aufgekocht und unter Riihren auf 60°C abgekiihlt, TAE (50x)
und Ethidiumbromid zugefiigt und das Gel gegossen. Als Laufpuffer diente TAE (1x) und der
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Ladepuffer fiir DNA wurde in einem Verhéltnis von 1:4 Teilen DNA eingesetzt. Nach dem
Auftragen der Proben erfolgte der Lauf bei 40-50 V fiir 3-4 h ohne Kiihlung oder bei 80-100
V mit Kiihlung.

3.5.3.2 Isolierung von DNA-Fragmenten durch Gelextraktion

Die Aufbereitung von DNA aus Agarosegelen wurde nach den Angaben des Herstellers

(Qiagen) durchgefiihrt.

3.5.3.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

Isolierte und durch Restriktionsverdau gewonnene DNA-Fragmente wurden iiber
Restriktionsschnittstellen in entsprechend geschnittene und dephosphorylierte Plasmide
ligiert. Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 16°C. DNA-Fragmente, die iiber PCR gewonnen

wurden, wurden in den pCR 2.1-Topo-Vektor (Invitrogen) nach Anweisung kloniert.

3.5.3.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Alle Sequenzierungen wurden von Geneart, Biopark, Regensburg angefertigt.

Sequenzvergleiche und —analysen wurden mit verschiedenen Programmen durchgefiihrt (z.B.
Generunner, Blast (National Center of Biotechnology Information), MatInspector und
PromoterInspector (Genomatix.de), Repeatmasker (,,A.F.A.Smith and P.Green®;

http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker).

3.5.3.5 Markierung von Oligonukleotiden mit a-**P

Sense und Antisense Oligo wurden annealt durch erhitzen auf 95°C und langsames Abkiihlen
auf RT. Zur Markierung von Oligos wurde folgendes Schema verwendet:

3,5 ul Oligo (5 pmol/ul)

6,5 ul H,O

2 pl Klenow-Puffer

1 pl ANTP- xTP (1 mM)

1 ul Klenow-Fragment
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5 pl [0->*P]-dGTP

Der Ansatz wurde bei 37°C fiir 45 min am Heizblock (Isotopenlabor) inkubiert. Inzwischen
wurde die Chromatographiesiule 2x mit 3 ml und 5 min vor Gebrauch mit 1 ml TE-Puffer
gesplilt. Der radioaktive Ansatz wurde auf die Sdule pipettiert und mit 350 ul Puffer in die
Saule eungespiilt. Mit Zugabe von 1 ml TE-Puffer wurde die Sonde in Fraktionen zu 3
Tropfen in jedem der néchsten 6 cups gesammelt, den verbleibenden Rest lie3 man in das
letzte laufen. Die Vorfraktion und der Durchlauf wurden verworfen und die beiden Fraktionen
mit der hochsten Aktivitét des ersten Elutionspeaks zusammenpipettiert und fiir EMSA als

Sonden verwendet.

3.5.4 Priparation und Analyse von RNA

3.5.4.1 RNA-Extraktion mit Guanidin-Phenol-Chlorophorm

benoétigte Reagenzien:

Solution D: 472 g4 M) Guanidinthiocyanat
2,5 ml (25 mM) NaCitrat 1 M pH 7,0
1,67 ml (0,5%) Sarcosyl
ad 100 ml mit H,Opgpc

NaAcetat (2M): 16,4 g (2 M) NaAcetat (wasserfrei)
ad 50 ml mit HyOpgpc

auf pH 4,0 mit Essigsdure (ca. 40 ml)
ad 100 ml mit H,Opgpc

Phenol (wassergesittigt, ungepuffert): frisches Phenol im Wasserbad schmelzen
0,1% 8-Hydroxychinolin
zweimal 20% des Volumens an H,Opgpc zugeben
und schiitteln, ii. N. absetzen lassen (Phenol sollte

zu 4 mit Wasser tiberschichtet sein.)

Chlorophorm-Isoamylalkohol (49:1): 2 ml Isoamylalkohol
ad 100 ml mit Chlorophorm

Isopropanol: bei 4°C lagern

Ethanol (80%): 40 ml (80%) Ethanol

ad 100 ml mit HOpgpc (bei 4°C)
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Polypropylen-Réhrchen Chlorophorm/Phenol bestindig

Fiir die Priparation von RNA wurden 3-4x10° Zellen in Zellkulturschalen (150 mm) eingesat.
Solution D wurde am Tag der Priparation frisch mit 7 pl/ml Mercaptoethanol versetzt. Bei
adhérenten Zellen wurde das Medium abgenommen und 2ml Solution D pro Schale auf die
Zellen gegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt und mit einer Spritze
mit aufgesetzter Kandile in ein steriles Rohrchen tiberfiihrt, wo sie durch 10-maliges Driicken
durch die Kaniile lysiert wurden. Nichtadhdrente Zellen wurden abzentrifugiert, mit Solution
D versetzt und sofort homogenisiert. Das Lysat wurde mit NaAcetat (1 M) (0,1 ml/ml Lysat),
dem gleichen Volumen Phenol und 0,2 ml/ml Chlorophorm-Isoamylalkohol versetzt und gut
geschiittelt. Die Emulsion bekam dabei eine milchige Farbung. Nach 15 min Inkubation auf
Eis folgte eine Zentrifugation (20 min, 10000 g, 4°C), nach der die obere wéssrige Phase
abgenommen wurde. Der Uberstand wurde mit gleichem Volumen Isopropanol versetzt,
geschiittelt, bei —20°C, mind. 1 h gefallt und zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in Sol.D
(0,3 ml pro ml Lysat) geldst und in 1,5 ml-R6hrchen (RNase-frei) liberfiihrt.

Das geloste Pellet wurde noch mal mit dem gleichen Volumen Isopropanol aufgefiillt, kréftig
geschiittelt und bei —20°C gefallt (mind. 1 h, besser ii.N.). Nach dem Zentrifugieren (20 min,
10000 g, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet 2x mit eiskaltem Ethanol
(80%) gewaschen.

Die Lagerung erfolgte in Ethanol (100%) bei —80°C oder geldst in HOpgpc bei —20°C
(Chomczynski and Sacchi, 1987).

Die RNA-Menge wurde iiber ein Probegel abgeschétzt, oder im Photometer bestimmt (ODy¢
von 1,0 entspricht ca. 40 pg/ml RNA, das Verhiltnis OD260:0D>sg sollte zwischen 1,8 und 2,0

liegen).

3.5.4.2 1% Agarose-Gel fiir RNA

benotigte Losungen:

MOPS (20x) 42 g (0,4 M) MOPS/NaOH pH 7,0
4,1 g (100 mM) NaAc
3,7 g (20 mM) EDTA

ad 500 ml mit H,Opgpc, dunkel lagern

Ladepuffer RNA 10 ml (50%) Formamid deionisiert
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3,5ml (2,2 M) Formalin (37%)

1 ml MOPS (20x)

0,8 ml (0,04%) Bromphenolblau 1% in H,O
0,2 g (1%) Ficoll (in 2 ml H,O gelost)

ad 20 ml mit H,O, in 1 ml Portionen bei —20°C lagern
5 pl/ml Ethidiumbromid vor Gebrauch zugeben.

|Agarose 03¢g 05¢g 15¢g 25¢g

H,Opgpc 22,8 ml 38 ml 115 ml 190 ml

MOPS (20%) 1,5 ml 2,5 ml 7,5 ml 12,5 ml
nach dem Abkiihlen auf 60°C

Formaldehyd 5,3 ml 8,8 ml 26,5 ml 44 ml

insgesamt 30 ml 50 ml 150 ml 250 ml

Die Agarose wurde in MOPS/H,Opgpc aufgekocht, auf ca. 60°C abgekiihlt, das Formaldehyd
unter Rithren zugegeben und das Gel gegossen. Die RNA-Proben wurden zusammen mit
Ladepuffer (im Verhéltnis 1+4) 20 min bei 65°C inkubiert, auf Eis gestellt, kurz
abzentrifugiert und aufgetragen. Als Laufpuffer diente MOPS (1x), die Elektrophorese
erfolgte bei 40 V fiir 4-6 h, bei Gelen fiir Northern- Blots ii.N. bei

13-15 V.

3.5.4.3 Reverse Transkription

Fiir die RT bendtigt man 1 pg RNA, die mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 10 pl gebracht
wurde. Mit 1 ul Random Decamers und 1 pul ANTP (10 pmol/ul) wurde 5 min bei 65°C
inkubiert, nach Zugabe von 2 pl DTT, 4 pl Puffer und 1 pl RNase Inhibitor (Amersham
Biosciences) bei 42°C fiir weitere 2 min inkubiert.

Nach der Zugabe von 1 pl reverser Transkriptase (Invitrogen) erfolgte die Umschreibung der
RNA in ¢cDNA bei 42°C in 50 min. Nach einer Behandlung bei 70°C, 15 min konnte die

cDNA fiir weitere Experimente genutzt werden.

3.5.5 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Mit Hilfe zweier entgegengesetzt orientierter, spezifischer Primer lassen sich bei der PCR aus
DNA-Proben Sequenzen amplifizieren (Mullis et al., 1986). Es lassen sich hierbei geringe

DNA-Mengen oder bei vorhergehender reversen Transkription auch zellulire RNA
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analysieren. Diese Methode wurde zur Klonierung von 5°-Enden (RACE-PCR), zur Kontrolle
von InsertgroBen (Plasmid-PCR), zur Quantifizierung von RNA-Transkripten (RT-
PCR/Lightcycler) oder schlichtweg zur Amplifizierung von DNA genutzt.

3.5.5.1 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)-PCR

10 ng RNA von BMM und Monozyten wurden nach Protokoll des Herstellers fiir die RLM-
Race-PCR ( FirstChoice RLM-PCR kit, Ambion) zur Bestimmung der 5'-Sequenz der TLR-
Transkripte in Maus und Mensch verwendet. Die Primer fiir TLR4 waren folgende: hTLR4
inner: 5’-CCA TGG CTG GGA TCA GAG TC -3, outer: 5'-CTT TCT GGT CTC ACG
CAG GAG AGG A -3". mTLR4 inner: 5'-GAC TGG AGG AAC AGC AAG AG -3, outer:
5-AAG AAG GCG TTT GCT GAC C -3". Programm: 95°C 30sec, (94°C 30sec, 65°C
30sec, 72°C 30sec) 35 Zyklen, 72°C 7min. Das PCR—Produkt wurde anschlieBend in den
pCR 2.1-Topo-Vektor (Invitrogen) kloniert. In einer Bakterien-PCR mit den Primern M13
universe und reverse wurden die spezifischen Produkte amplifiziert (95°C 2min, (94°C 15sec,

55°C 15sec, 72°C 1min20sec) 26 Zyklen, 72°C 5min) und mit M13 universe sequenziert.

3.5.5.2 Semi-quantitative PCR mit Lightcycler

Gesamt-RNA (1 pg) wurde mit reverser Transkriptase (Invitrogen) umgeschrieben und auf
eine Konzentration von max. 0,01 pg/ul mit Wasser verdiinnt. Quantitative real-time PCR
wurde nach Anleitung des Herstellers mit Lightcycler (Roche) und mit Quantitect kit
(Qiagen) durchgefiihrt. Verwendete Primer: TLR3 (spezifisch fiir Human und Maus): sense
5'-TCA CTT GCT CAT TCT CCC TT -3°, antisense 5 -GAC CTC TCC ATT CCT GGC -3".
TLR2 (Maus): sense 5'-TTC TGA GTG TAG GGG CTT C -3°, antisense 5 -CCC AGA
AGC ATC ACA TGA C-3". TLR2 (Mensch): sense 5'-AAA GCC TTG ACC TGT CCA A-
3, antisense 5°- AGG GGC TTG AAC CAG GA-3". TLR4 (spezifisch fiir Human und
Maus): sense 5'-TGC CTT CAC TAC AGA GAC TTT AT-3", antisense 5’ -TCT CAT ATT
CAA AGA TAC ACC A -3". B-Actin: sense 5°-TGA CGG GGT TCA CCC ACA CTG TGC
CCA TCT A-3°, antisense 5°-CTA GAA GCA TTT GTG GTG GAC GAT GGA GGG-3'.
Zyklenparameter: Denaturierung: 95°C, 15 min, Amplifizierung: 95°C, 15 sec, 56°C, 20 sec,
72°C, 25 sec, fiir 45 Zyklen. Die Produktgro3e wurde anfangs mit Gelelektrophorese
kontrolliert und Schmelzkurven dienten zur Kontrolle der Spezifitidt des PCR Produkts. Die

relativen Mengen wurden anhand einer Standardkurve bestimmt. Zur Erstellung der
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Standardkurve wurde eine lineare Regression dreier log Verdiinnungen zur Zyklennummer
(CP), bei der die 2. Ableitung der gemessenen Fluoreszenz maximal war, aufgetragen. Die
Werte der TLRs wurden auf die Expression des housekeeping-Gens B-Actin normalisiert. Die
Amplifizierungseffizienz E wurde iiber die Steigung des Logarithmus der Standardgerade
(slope) berechnet: E = 107517¢  ETIRS =1 78 _ 2 14 ET'R*™ =176 - 1,84, E™-R = ETHR =
1,834 -2,082 .

3.5.5.3 Bakterien-PCR

Bakterienkolonien wurden mit einer Pipettenspitze gepickt und in den vorbereiteten Standard-
PCR-Mix getaucht. Als Primer wurde M13 forward und reverse verwendet.
PCR-Bedingungen: 95°C, 2 min; 94°C, 15 sec; 55°C, 15 sec; 72°C, 1 min 20sec (26 Zyklen);
72°C, 5 min.

3.5.6 GC-Analyse

benoétigte Reagenzien:

Natronlauge (3 M) frisch hergestellt
Hydrochinon (0,4 M) frisch hergestellt
Bisulfit (3,8 M, NaHSO3) frisch hergestellt

Ammoniumacetat (10 M)

Mit Hilfe der Bisulfit-Sequenzierung wurde der Methylierungsstatus einer Sequenz
untersucht. Dabei wurden zu 5 pg genomischer DNA 50 pl H,O und 5,5 pl NaOH zugegeben
und 15 min bei 37°C denaturiert. AnschlieBend wurden 15 pl Hydrochinon, sowie 540 ul
Bisulfitlosung zugefiigt und im PCR Cycler mit folgendem Program behandelt:

95°C 3 min

55°C 57 min } fiir 5 Zyklen

Die behandelte DNA wird tiber Wizard-Spin Sdulen (Promega) aufgereinigt und in 100 pl
H2O0 eluiert. Mit 11ul NaOH wurde erneut 15 min bei 37°C denaturiert.

Durch Zugabe von Ammoniumacetat und eiskaltem Ethanol wurde die DNA bei —80°C
gefdllt und das Pellet mit 70%igen Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 50 pl TE Puffer
gelost.
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AnschlieBend wurde fiir beide DNA-Stringe (Sense und Antisense) eine ,,Nested“-PCR
durchgefiihrt.

pro PCR- Reaktion 1.PCR 2.PCR
DNA aus Bisulfit- Reaktion Sul

DNA aus erster PCR Ll
10x Taq Pufter Sul Sul
MgCl, 2ul 2ul
dNTP (10mM each) 1pl Tl

S1 (10 pmol/ul) Il

AST1 (10 pmol/pl) 1ul

S2 (10 pmol/ul) Tl
AS2 (10 pmol/ul) Il
Taq- Polymerase 0,5ul

Taq + Start-Ab 0,5ul
H,0 ad 50ul ad 50ul

folgende Primer wurden verwendet:

fiir sense-Strang:

Ss1: GTTTTAAGAAAATATTGGTTGGG

Sasl: CAAAAACTAAAAACCCAAATACAAC
Ss2: TGGGTATTTAGTTTTTTTTGTGG

Sas2: AAAAAACTCCRAACAATCACC

fiir antisense-Strang:

ASsl: CTTTCCCTATAATTACCAATCCC
ASasl: TAGGAAGGGGTGTAGAGAGATT
ASs2: CAAACCCCCAACTCTCTTC

ASas2: AGAATTTYGAGTAGTTATTTGAGAGAA

Programm fiir 1.PCR: Programm fiir 2.PCR:
94°C, 15 sec 94°C, 30 sec

94°C, 8 sec 94°C, 10 sec

57°C, 15 sec }+ 38 Zyklen 57°C, 15 sec }+ 38 Zyklen
72°C, 1,10 min 72°C, 1,10 min

72°C, 4 min 72°C, 4 min

Jeweils 10 pl wurden auf einem Agarosegel tiberpriift, der Rest wurde mit PEG gefillt und in

TE Puffer geldst. Daraufhin erfolgte die Sequenzierung des Reaktionsprodukts mit AS2.
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3.5.7 EMSA (electrophoretic mobility shift assay)

benotigte Losungen:

10x binding buffer Hepes (1 M) pH 7,9 20 ul
KCl (2 M) 20 pl
DTT ( 100 mM) 10 pul
MgCl; (1 M) 3ul
EDTA (0,5 M) 2 ul

H,0 ad 100 pl

Sonde (5 pmol/ul)

Kompetitoren (2,5-5 pmol/pl)

Cocktail fiir 1 Ansatz Glycerol (80%) 1,5 pl
10x binding buffer 1 ul
poly d(I/C) (1 g/ul) 0,5 ul
Sonde 1 ul
H,0 ad 8 pl

Leerpuffer binding buffer 10 pl
Glycerol (80%) 15 pul
H,O 75 ul

Blue Leerpuffer 10 pl
DNA-Loading-dye 2 ul

TGE-Puffer
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Mogliches Pipettierschema:

Lane cocktail Kernextrakt = Kompetitor Antiserum H,O0
1 8 ul - - - 2 ul
2 8 ul 1l - - 1 ul
3 8 ul 1 ul 1 pl - -
4 8 ul 1 ul - 1 ul -

In die vorbereiteten Eppendorf-Reaktionsgefiflie wurden Kompetitor und H,O vorgelegt, im
Isotopenlabor der cocktail hinzugegeben. Nach Zugabe des Kernextrakts folgte eine
Inkubation von 15 min bei RT. AnschlieBend wurde der Antikorper hinzugefiigt und wieder
15 min inkubiert.

Die Polyacrylamidgele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt, die Kammer mit
Laufpuffer TGE aufgefiillt und die Taschen mit Laufpuffer gespiilt. Die Proben wurden
aufgetragen und die Elektrophorese bei 160 V, 25 mA pro Gel fiir ca.2 h durchgefiihrt.

Das Gel wurde aus der Apparatur in 5%ige Essigsdure fiir 15 min fixiert und anschlieBend auf
Whatman-Filterpapier im Vakuum-Trockner 1 h bei 80°C getrocknet. Die Detektion erolgte

mit Autoradiographiefilmen.

Polyacrylamidgel 15 ml/Gel

6% 6,5% 7% 7,5% 8% 8,5% 9%
10x Gelpuffer 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml
Acrylamid 40% 2,3 ml 2,4 ml 2,6 ml 2,8 ml 3 ml 3,2ml 3,4 ml
H2O0milli 11,1 ml 11 ml 10,8 ml 10,6 ml 10,4 ml 10,2 ml 10 ml
Amm.peroxodisulfat (10%) 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul
TEMED 15l 15ul 15l 15ul 15ul 15ul 15ul
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4. Ergebnisse

4.1. Transkriptionelle Regulation des humanen TLR2 in Monozyten und

Makrophagen

TLR2 wird als Oberfldchenrezeptor hauptséchlich auf myeloischen Zellen exprimiert und
unter anderem von Lipopeptiden aktiviert. Dabei kann TLR2 im Komplex mit sich selbst oder
als Heterodimer mit TLR1 oder TLR6 agieren und die Produktion proinflammatorischer
Zytokine induzieren. Die Regulation der Transkription und damit der Oberfldchenexpression
beeinflusst dabei wahrscheinlich das Ausmal3 der Immunantwort. Ein erster Schritt zur
Untersuchung der transkriptionellen Regulation des TLR2-Gens war die Definition der

Genstruktur und damit des regulatorischen Bereichs.

4.1.1. Definition des kompletten TLR2-Transkripts und Struktur des humanen TLR2-

Gens

Um die Struktur des humanen TLR2-Gens und die genaue Position des proximalen Promotors
zu bestimmen, wurde der TLR2-Transkriptionsstart in humanen Monozyten bestimmt.
Hierfiir wurde die Methode der RNA ligase-mediated rapid amplification of cDNA ends
(RLM-RACE) verwendet, mit der man selektiv die kompletten 5°-Enden von mRNAs
amplifizieren kann. Dabei werden mit alkalischer Phosphatase (CIP = calf intestine
phosphatase) die Phosphatreste am 5'-Ende von andegradierter mRNA und anschliefend mit
TAP (tobacco acid pyrophosphtase) die Cap-Struktur intakter mRNA-Molekiile entfernt. Ein
Adapter mit bekannter Sequenz wird lediglich an das 5°-Ende intakter, vorher gecapter
mRNA ligiert und mit spezifischen Primern wird das 5'-Ende mittels PCR amplifiziert.

Die aus Monozyten-mRNA erhaltenen Fragmente wurden kloniert und sequenziert. Das
langste Fragment ergénzte die bereits verdffentlichte cDNA des TLR2 (GenBank accession
no. AF051152) um weitere 110 bp. Durch einen Vergleich mit der publizierten genomischen
Sequenz (GenBank accession no. AC013303) konnte die genaue Struktur des TLR2-Gens
abgeleitet werden. Das komplette Gen umfasst 76,7 kb und enthilt drei Exons mit einem
Translationsstart in Exon III. Eine Kopie von Exon III (pslII) liegt ca. 4 kb aufwérts von Exon
I. Die Existenz eines nicht-kodierenden Pseudogens weist darauf hin, dass im Laufe der

Evolution eine Genduplikation stattgefunden hat.
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Abb.1 Gensequenz des humanen TLR?2 im Vergleich zum TLR2-Gen der Maus.
Dunkelrosa: translatierter Bereich, dunkelgrau: mRNA, hellgrau: Promotor, hellrosa: Pseudogen 111
(pslll); %: Homologie zwischen den Nukleotidsequenzen beider Spezies.

4.1.2. Alternatives Splicing des humanen TLR2-Gens

Mittels RLM-RACE wurden in Monozyten unterschiedlich lange mRNA-Transkripte
detektiert. Durch Sequenzierung der Fragmente stellte sich heraus, dass in Exon II alternativ
gespleilt werden kann. Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, variiert das Verteilungsmuster der
SpleiBprodukte zwischen Zelltyp und Spender. Mittels PCR konnte man in Monozyten
mehrere Transkripte nachweisen, in Makrophagen und myelomonozytiren Zellinien wie
MonoMac-6 und THP-1 dagegen wurde nur ein Transkript detektiert. In der promonozytéren
Zellinie U937 ist die TLR2-Expression sehr gering und konnte per PCR unter denselben

Bedingungen nicht nachgewiesen werden.

w
é Abb.2 Splicing von humanen TLR2-
A. s 8T % v 25 5 mRNAs. A: PCR mit Primern (87S: 5-GTG
o) § g g g .C'E) £ 8 Ig ACT GCT CGG AGT TCT CCC-3", 751A4S:
850 - 5-GTC CATATT TCC CAC TCT CAG G-
500 : TLR 2 3"), die die Region zwischen Exon I und II
400 - flankierten. Es wurde RNA von Monozyten
8- = 6-Aktin (Spender 1-4), Makrophagen, MM6, THP-1
500 - und U937 verwendet. B: PCR von
Monozyten und Makrophagen von 2
B. Spendern; 3-Aktin wurde als interne
-S%::lv _Sm Kontrolle verwendet. Die amplifizierten
g § § % 3 g § § % Fragmente (TLR2 nach 32 Zyklen, 3-Aktin
= = = = 08 = = = = nach 22 Zyklen) wurden auf einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
Hl{i“{ - TLR2 und mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Die Léinge der Fragmente kann anhand
eines Molekulargewichtmarkers abgelesen

p-Aktin werden.

Interessanterweise verandert sich das Expressionsmuster von frisch isolierten Monozyten
bereits nach 3 h Adhédrenz. Wéhrend in Monozyten noch 5 verschiedene mRNAs zu
detektieren waren, verlagerte sich das Verhiltnis bei der in vitro Differenzierung zu

Makrophagen mehr in Richtung der langen Splicing-Variante. Insgesamt existieren zwei
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alternative Splicing-Akzeptorsites und 3 Donor-Sites in Exon II. Alle Splicing-Verbindungen
enthielten den erwarteten GT-Donor und den AG-Akzeptor. Dem kiirzesten Fragment fehlte
Exon I komplett, in den 3 Intermediaten wurden Akzeptor I /Donor I, Akzeptor II/Donor II
und Akzeptor III/ Donor II verwendet und das ldngste Konstrukt besteht aus allen drei Exons.
Alle Splicing-Varianten besitzen das komplette dritte Exon, so dass sie alle fiir ein Protein

kodieren.

Ets-1 C/EBP

-441 ATGGAAAAGCATCAGGAGTGGAATTTAAAGACGGTGTGTTTCAGGTGATGTGAGGTCCTGGATGCCCGAAGCTTCAAGAA

AML1
-361 AATACTGGTTGGGCACTTAGCTTTCCCTGTGGTTGCCAATCCCACGCAGGCCGCCTCTAGCGTCTCGATTCGCTTTTCTC

Ets-1
281 TGACCTGGAACCTCCGCCAAGCCCCCAGCTCTCTTCTTCGACCCAGCCTTGCACGGGGCAGCTGFCGGGGCAGGA(;CCGC
NF-xB

Sp1 Ets GC-Box
201 CTCTGGCCTGTC3GCAGCCTAGCTCAC4GGTCAAGGGCGSGGAGCCTGCTGGGAAGCACGGGCCGcs-}GCéGGCTCGCTQCGG%GCC

Ets-1 Ets E-Box Ets Sp1
J121 ACCTGCCTGGAACTCAG%G%GAGGTCCAGAGTTCCCTCC13GGCTGCECAGC%GC%CAC%TGCCCC%TGGAAGGGGC%GTTC

GC-Box 4 2 1 2 2 1
= P = -
-41 C%GCACCCCAGAAGGAGGGGGCGCCCGGCCGCGCGGACTTTCCCTTTTGCTTACTTCCTAGTCCCGGGCAGGCCGGCTCG

NF-<B

! | > Intron1

-
40 GAGGCAGCGAGAAAGCGCAGCCAGGCGGCTGCTCGGCGTTCTCTCAGGTGACTGCTCGGAGTTCTCCCAGGTACGTCGTG
CGCTCCCCACTCGTGTGGTCTCTCTGCACCCCTTCCTGGGGTCGGGTCGGGCAGGGGCGGAGGGGAGCCGCAGCCCGGTC

e+ .33kb- - -
GCCAATCAGGTGATTACTATGCTCTTGTGTTTGGCCTATAAAAGCTCACTGCTCACACTGTTGGATGCTCTCTGAAACTT

acceptor [
Intron T <]
TTGTGAATCTGAGTGCTGCCTGATTCATGAATCATTCTTTGCTAAAATAAACTCTGTCAAATTTAATTTGTCTGAAG Tg’T

(Acc. No.
acceptor II acceptor 11T

CTCTTTTAACAGTGTTTGGTGTTGCAAGCATGGATCCAAAGGAGACCTATAGTGACTCCCAGGAGCTCTTAGTGACCAAGT

AF051152)

(Acc. No. U88878)
donor I donor I

| - Intron II
GAAGGTACCTGTGGGGCTCATTGTGCCCATTGCTCTTTCACTGCTTTCAACTGGTAGTTGTGGGTAAGTTCCTGCTCAGA
CTTGAGCACTATACATTTGCATTTTCAGCTCTCTGACTTTATTTGAGCAATTCTTTGATGGATTGGCTCCAGAATTGGAT

e« +1465kb - - -
TGTGTTATGCCTAGAAAACATTTCTCAAGAATTAGAATTACGATATGCTGTCAAACACAATGACTTATTTGAACCTCTTT

Intron II «
TATTTGTAGGTTGAAGCACTGGACAATGCCACATACTTTGTGGATGGTGTGGGTCTTGGGGGTCATCATCAGCCTCTCCA
M P HT L WMV VWV LGV I I S L S

AGGAAGAATCCTCCAATCAGGCTTCTCTGTCTTGTGACCGCAATGGTATCTGCAAGGGCAGCTCAGGATCTTTAAACTCC
K E E S S N QA S L S CDRNGTI CZK G S S G S L N S

Abb.3 Sequenz des humanen TLR2-Gens. Donor- und Akzeptorsites des Splicings sind
eingezeichnet; die Pfeile kennzeichnen die Transkriptionsstarts; untersuchte CpG-Dinukleotide sind
mit 1-20 nummeriert (siche Kapitel 1.7); mogliche Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren sind
mit Balken markiert. Exonsequenzen kursiv und fett gedruckt.
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4.1.3. Basale Aktivitit des proximalen TLR2-Promotors

Um regulatorische Mechanismen zu definieren, die fiir die TLR2-Expression in myeloischen
Zellen von Bedeutung sind, wurden Fragmente des humanen TLR2-Promotors ausgehend von
2,7 kb bis 100 bp oberhalb des Transkriptionsstart in einen Luciferase-Vektor kloniert. Diese
Konstrukte wurden in die myelomonozytire Leukdmiezellinie THP-1 und in die epitheliale
Karzinomzellinie HeLa transient transfiziert. Zuséitzlich wurde ein Konstrukt kotransfiziert,
das das Renilla-Luziferasegen unter der Kontrolle des TK-Promotors enthilt und das als
Kontrolle fiir eine effektive Transfektion verwendet wird. Die Aktivitat der TLR2-
Promotorkonstrukte war in HeLa, einer Zellinie, die TLR2 nicht exprimiert, wesentlich
geringer als in THP-1. In beiden Zellinien stieg die Aktivitdt des Promotors ab —64 bp vom
Transkriptionsstart und erreichte ein Maximum bei —220 bp. Die Region 220 bp proximal
zum Transkriptionsstart umfasst somit den wichtigen regulatorischen Bereich und wird im

Folgenden als proximaler Promotor bezeichnet.

relative Luziferaseaktivitat

Abb.4 Transfektion der
humanen TLR2-
Promotorkonstrukte in HeLa-
(rot) und THP-1-Zellen (blau).
Die Konstrukte sind
schematisch dargestellt. Die
Position des
Transkriptionsstarts ist durch
einen Pfeil angezeigt, die Linge
oberhalb des Starts ist
angegeben. Werte relativ zu
CMV-Promotor. (Mittelwerte
+/- SD; n=4)

0 10 20 30 40 50 60

PGL3B

4.1.4. Aktivierung des TLR2-Promotors durch Transkriptionsfaktoren der Sp1-

Familie

Der Promotor des humanen TLR2 ist kein klassischer Promotor mit einer TATA-Box.
Stattdessen befindet er sich in einer GC-reichen Region, einer sogenannten CpG-Insel. Solche
Sequenzen sind oft als Promotoren in Haushaltsgenen zu finden. Die Region um —220 bp
besitzt laut Analyse der TRANSFAC-Datenbank zahlreiche mogliche Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren (siehe Abb.3). Die beiden moglichen Sp1-Bindungsstellen im
humanen proximalen TLR2-Promotor wurden im —220 bp Luziferasekonstrukt mutiert und

transient in THP-1-Zellen transfiziert (siche Abb.5). Die Mutation der proximalen Sp1-Stelle
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zog einen Aktivitdtsverlust um mehr als 60% nach sich, wihrend die Mutation der distalen
Bindungsstelle keinen Einfluf} auf die Aktivitit des —220 bp Promotorkonstrukts hatte. Direkt
neben der proximalen Sp1-Stelle wurde eine mdgliche Bindungsstelle fiir Ets-
Transkriptionsfaktoren detektiert. Um die Rolle dieses Elements auf die Regulation von TLR2
zu untersuchen, wurde diese mutiert und in THP-1-Zellen transfiziert. Wihrend die Mutation
der Sp1-Bindungsstelle einen deutliche Aktivititsverlust verursachte, hatte die Mutation der
PU.1-Stelle keinen EinfluB} auf die Aktivitit des Promotors. Die Deletion der beiden
Bindungsstellen im —45 bp Konstrukt hatte einen Verlust der Aktivitédt zur Folge, der der
Mutation der Sp1-Site im —64 bp Konstrukt entsprach (Daten nicht gezeigt). Dies Ergebnis
schliefit den Einfluf} der Ets-Site auf die Aktivitit des TLR2-Promotors aus. Es muf} also noch

weitere regulatorische Elemente unterhalb der proximalen Sp1-Site geben.

relative Luziferaseaktivitat

ADbb.5 Transfektion der mutierten

513 TLR2-Promotorkonstrukte in THP-1-
* o Zellen. Es wurden das —64 bp- und das
-64 — Luc —220 bp-Konstrukt verwendet. Die
220 s2 o B | Konstrukte sind schematisch
N o . dargestellt. S1 und S2 kennzeichnen
-220 ¥——i Luc | [H die beiden moglichen Sp1-
- ;E sty = Bindungsstellen im TLR2-Promotor.
Pfeile markieren den
220 —¢ = { Luc | [N Transkriptionsstart. Alle Werte sind
' auf das wt —220 bp-Konstrukt
0 0.5 1 L normiert. (Mittelwerte +/- SD; n=3)

Die spezifische Bindung von Sp1 und Sp3 an den proximalen TLR2-Promotor wurde durch
einen EMSA mit THP-1 (Abb.6) und HeLa (nicht gezeigt) Kernextrakten bestétigt. In
Kompetitionsanalysen konnte die Bindung von Sp1/Sp3 an die humane TLR2-Sp-Sequenz
blockiert werden. Mit Antiseren gegen Spl und Sp3, nicht aber gegen PU.1 fiir die daneben
liegende Ets/PU.1-Bindungsstelle (Daten nicht gezeigt), kam es zu einem Supershift.
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CCGTGGAAGGGGCGGTTCCCGC

TLR2-S
P GGCACCTTCCCCGCCAAGGGCG

Abb.6 EMSA mit der
proximalen Sp1-
Bindungsstelle (gelb
markiert) des TLR2-
Promotors. Kompetitoren:
nicht markierte TLR2-Sp-
Sequenz (Kompetitor
TLR2 Sp), Konsensus-Sp1-
o &ss Site (Kompetitor Spl-
cons.); Antiseren gegen
. '~ dspt Spl, Sp2 und Sp3;
Kernextrakte von THP-1-
Zellen (KE THP-1).

TLR2-Sp

Kompetitor
TLRZ Sp
Kompetitor
Spil-cons.

100x

100x

Antiserum

+ u=5p1
+ u-Sp2
+ |a-Sp3

KETHP-1 = + + +

< Sp3
e

Um zu testen, ob Sp1 und Sp3 den Promotor aktivieren, wurden Kotransfektionen in
Drosophila Schneider-Zellen durchgefiihrt, einer Zellinie, die kein endogenes Sp1 und Sp3
besitzt. Dabei wurden das —220 bp und das +24 bp Konstrukt verwendet. Dem +24 bp
Konstrukt fehlen die regulatorischen Sequenzen. Die beiden Konstrukte wurden zusammen
mit Expressionsplasmiden fiir Sp1, Sp3 und PU.1 kotransfiziert und die Luciferase-Aktivitat
bestimmt. Wie in Abb.7 dargestellt, zeigte das +24 bp Konstrukt keine Aktivierung mit Sp1,
Sp3 und PU.1. Spl aktivierte dagegen den —220 bp-Promotor um ein Vielfaches, Sp3 und
PU.1 allein dagegen nicht. Die Kombination aller drei Faktoren zeigte die stérkste

Aktivierung des —220 bp Konstrukts.
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ADbb.7 Kotransfektion in Drosophila
Schneider-Zellen mit
Reporterplasmiden des TLR2-
Promotors (-220 bp und +24 bp) und
Expressionsplasmiden fiir Sp1, Sp3
und PU.1. pPAC: leerer Vektor, USp3:
humanes Sp3- lange Isoform . Werte
relativ zur Kontrolltransfektion (ohne
Expressionsplasmid). Reprdsentatives
Experiment aus 3 Versuchen.

4.1.5. CpG-Methylierung und deren Bedeutung fiir die gewebespezifische Expression

des humanen TLR2

Der humane TLR2-Promotor, Exon I und Teile des ersten Introns liegen in einer CpG-Insel.

Durch Deaminierung von Cytidin werden im Laufe der Evolution CGs zu TGs umgewandelt.

Im TLR2-Gen liegt das Verhiltnis von CpG zu GpC jedoch bei 0,79, was deutlich iiber dem

normalen Verhéltnis liegt (Abb.8), so dass man von einer CpG-Insel sprechen kann.

exon I1

Abb.8 Sequenz des humanen
TLR2-Gens liegt in einem

I I CpG-Island. Schematische
Darstellung der CpG-
Verteilung im humanen TLR2-
Gen. Senkrechte Balken
markieren CG-Dinukleotide.

100 bp

CpG/GpC=0.79
(over 800 bp)

In Sdugetieren liegt Cytidin in einem CpG-Dinukleotid in der Regel methyliert vor. Die Rolle

der CpG-Methylierung bei der transkriptionellen Regulation ist noch nicht geklart. Ein
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Zusammenhang zwischen der Methylierung eines Promotors und transkriptioneller Inaktivitat
wird aber vermutet.

Um den Methylierungsgrad des humanen TLR2-Promotors zu iiberpriifen, wurde eine
Bisulfit-Sequenzierung durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird unmethyliertes Cytosin durch
eine Deaminierung zu Uracil umgewandelt und bei anschlieBender PCR zu Thymidin
umgeschrieben. Aus einem CG wird also ein TG. Urspriinglich methyliertes Cytosin wird
dabei nicht verdndert.

Von 20 CpGs (siehe Abb.3) im regulatorischen Bereich des humanen TLR2-Gens wurde in
verschiedenen Geweben und Zelltypen der Methylierungsstatus untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abb.9 zusammengefasst. Wahrend Monozyten, Makrophagen, ebenso wie B- und T-
Zellen und die Zellinien MonoMac6 und THP-1 keine Methylierung des TLR2-Promotors
zeigten, waren dagegen Linien wie HaCaT (Keratinozyten) oder HeLa (Epithelzellen)
vollstindig methyliert. Die Methylierung des Promotors korrelierte mit einer fehlenden
Expression. Demethylierung entspricht aber nicht automatisch einer vorhandenen Expression.
Der TLR2-Promotor war in priméren Zellen grundsitzlich demethyliert. Ein Zusammenhang

zwischen zelltypspezifischer TLR2-Expression und CpG-Methylierung des Promotors besteht

also nicht.

TLR2-
CpG No. 1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Expression
MO(I) A MR IAA INEAC 4 SHERE IR R B VIREH HEERC R XNRANE VAACARE o MEREE o AAORE AR DUARKE COCHEC 1 HAER +++
MAK (1) oflerititeditt oot ol ol iatintoti holliaiioliftot ifiadi iofifctiFatliioNicir ++
DC(1) 01 0 1 0 O OO R DR KRR PO OO 0 OO R +
MonoMac RN R A A RCORMEER R MAEC MR O AR R XA AR +
THP-1 L EE RO AN R SEHE LR J0DECIAC AAME AMCAC Ao AEAME I MERHE A C SO0 OMEAE AAE AN ) +
U937 4 4 4 4 4 +/-
HeLa (Epithel) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 -
HaCaT (Keratinozyten) [ S NP S\ 4 4 4 4 4 4 4 4 -
HepG2 (Hepatozyten) ENCINE 4 4 4 4 4 4 4 4 4 -
MelIm(Melanozyten) 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 O O O 0 O +/-
HMEC (Endothel) 0 oo Hilio it gtk iafi ottt gitotoall oottt bt

Abb.9 Methylierungsstatus des humanen TLR2-Promotors in verschiedenen Zelltypen und Zellinien. MO:
Monozyt; MAK: Makrophage; DC: Dendritische Zelle. 4: vollstindig methyliert, 2: zu 50% methyliert, 0:
demethyliert. +: TLR2 wird exprimiert, -: TLR2 wird nicht exprimiert.

Eine Behandlung von proliferierenden Zellen mit 5-Azacytosin fiihrt zu dessen Einbau in das
Genom anstelle von Cytosin. Da eine Methylierung von 5-Azacytosin aus sterischen Griinden

nicht mdglich ist, fiihrt dies zu einer CpG-Demethylierung des Genoms. Fiir dieses
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Experiment wurde die Zellinie U937 verwendet, bei der der TLR2-Promotor groftenteils
methyliert vorliegt und die TLR2 nur sehr gering exprimiert. TLR2-mRNA war in 5-
Azacytidin-behandelten Zellen deutlich stirker exprimiert (siche Abb.10). Dies zeigt, dass
hier die Methylierung des TLR2-Promotors fiir die niedrige Expression von TLR2

mitverantwortlich ist.

30 32 34 36 38 20 22 24 26 28
ua3r +
10 ym 5-Aza -TLR2 -B-Aktin
(3d)

Abb.10 Einfluf} von 5-Azacytosin auf Methylierung des TLR2-Gens. PCR mit cDNA von U937 mit und
ohne 3 tigige 5-Azacytidin Behandlung nach 30, 32, 34, 36 und 38 Zyklen; Im Vergleich dazu ist 3-Aktin
gezeigt, das schon nach 24 Zyklen mit und ohne Stimulierung nachweisbar war.

4.1.6. Vergleich der TLR2-Expression bei Mensch und Maus

Beziiglich der Expression von TLR2 sind Unterschiede in Mensch und Maus zu verzeichnen.
Humanes TLR2-Protein wird hauptsédchlich auf Peripheren Blutleukozyten exprimiert und
kommt in Geweben wie Milz und Lunge vor. In der Maus dagegen wird TLR2 in Lunge,
Milz, Thymus und Gehirn exprimiert, nicht oder nur gering aber im Blut (Matsuguchi et al.,
2000). Eine Expression des TLR2 in T-Zellen konnte nur in der Maus gezeigt werden, nicht
aber im Menschen (Muzio et al., 2000). Der TLR2-Promotor der Maus wurde bereits von
einer anderen Arbeitsgruppe definiert (Musikacharoen et al., 2001) (Accession No.
AF252535). Ein Vergleich von humaner mit muriner Gensequenz (ClustalW Algorithmus)
zeigte eine hohe Homologie im kodierenden Bereich (73%). In der regulatorischen Region,
welche den proximalen Promotor und Exon I und II umfasst, findet man aber nur eine geringe
Ubereinstimmung von 6-10%. In Abb.11 ist die Struktur des proximalen Promotors im
Vergleich mit der Struktur des Mauspromotors gezeigt. Wir nehmen an, dass die beobachteten
Unterschiede in den Promotorregionen von humanen und murinen TLR2 fiir das

unterschiedliche Expressionsverhalten des TLR2 in beiden Spezies verantwortlich sind.
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Abb.11 Sequenz des humanen und murinen TLR2-Promoftors.
Mogliche TF-Bindungsstellen sind farbig markiert, Pfeile
kennzeichnen Transkriptionsstartpunkte, Balken stehen fiir
Sequenz der Exons .

4.1.7. Humaner TLR2-Promotor wird nicht direkt iiber NF-kB induziert

Es wurde gezeigt, dass TLR2-mRNA der Maus von verschiedenen Stimuli aktiviert wird, z.B.
IL-1B, TNF, GM-CSF und LPS (Matsuguchi et al., 2000). Die Induktion wird tiber NF-«B
oder STATS vermittelt (Musikacharoen et al., 2001). Uber die transkriptionelle Induktion des
humanen TLR2-Gens gab es widerspriichliche Daten (Muzio et al., 2000; Visintin et al.,
2001). Ob LPS (Stimulus fiir TLR4) oder MALP-2 (Mycoplasma lipopeptid-2, Stimulus fiir
TLR2/6) den humanen Promotor induzieren konnen, sollte in folgendem Experiment
tiberpriift werden. Dazu wurden die —2700 bp und —220 bp Promotorkonstrukte in monozytire
MonoMac6-Zellen transfiziert und fiir 3 Stunden mit LPS und MALP-2 stimuliert. Konstrukte
des humanen TLR2-Promotors zeigten keinerlei Aktivierung, wihrend der Promotor des
endothelial-leukocyte adhesion molecule (ELAM)-Gens, der eine hohe Induzierbarkeit durch
NF-«B aufweist, stark aktiviert wurde (s. Abb.12). Im Gegensatz zur Maus wird also der
humane TLR2-Promotor in transienten Transfektionen nicht durch LPS oder MALP-2

aktiviert.
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Induktion der Luziferaseaktivitat

T 2B s w8 Abb.12 Transfektion des

CILPS (100ng/ml) humanen TLR2-Promotors
B sMALP-2 (400U/ml) in MM6 und Stimulierung
mit LPS (100 ng/ml) und
MALP-2 (400 U/ml) fiir 4 h.
Die Induktion ist tiber den
unstimulierten Werten

dargestellt. (Mittelwerte +/-
ELAM-Luc SD, I’l:4)

pGL3B

TLR2 -2700

| e e

TLR2 -220

Fiir einen Northern Blot wurde Gesamt-RNA von frisch isolierten oder von 3 h und 24 h mit
LPS und MALP-2 stimulierten Monozyten gewonnen. Der Blot wurde anschlieBend mit **P-
markierter TLR2-cDNA hybridisiert und autoradiographiert (Abb.13). Nach 3 h ohne
Stimulierung lieB sich eine Induktion der TLR2-Expression erkennen, die durch Stimulation
mit LPS und MALP-2 nicht erh6ht wurde. In unstimulierten Zellen wird im Laufe der
Differenzierung zu Makrophagen (nach 24 h) die Expression von TLR2 herrunterreguliert.
Durch Stimulierung wurde diese Differenzierung aber gechemmt und die Expression lie3
deutlich geringer nach. In Makrophagen ist TLR2-mRNA generell gering exprimiert und lie3
sich durch Stimulierung mit LPS und MALP-2 auch nicht induzieren. Die Induktion der
humanen TLR2-mRNA ist wohl eher ein Adhdrenzphdnomen und nicht der Stimulierung mit
LPS oder MALP-2 zuzurechnen, wie andere Arbeitsgruppen publiziert haben (Visintin et al.,
2001). Unsere Ergebnisse stimmen mit denen von Muzio et al. iiberein, die bei Monozyten
mit und ohne LPS Stimulation ebenfalls keine Induktion von TLR2-mRNA sahen (Muzio et
al., 2000).
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Abb.13 Northern Blot mit TLR2-mRNA von isolierten Blutmonozyten und in vitro differenzierten
Makrophagen. Die Zellen wurden mit LPS (100 ng) und MALP-2 (400 U) stimuliert. MO: Monozyt, MAK: in vitro
differenzierte Makrophagen.

4.2. Spezies-spezifische Regulation von TLR3 in Mensch und Maus

4.2.1. Die Expression von TLR3 ist Spezies-spezifisch

TLR3 wird durch doppelstrangige RNA aktiviert, welche bei viralen Infektionen eine
wichtige Rolle spielt (Alexopoulou et al., 2001). Frithere Arbeiten konnten zeigen, dass TLR3
im Menschen hauptséchlich in DC exprimiert wird (Muzio et al., 2000). In der Maus wurde
hingegen eine starke Expression in Makrophagen gezeigt. Um einen direkten Vergleich
zwischen der Expression des humanen und des murinen TLR3 zu ermdglichen, wurde eine
semiquantitative PCR durchgefiihrt. Dafiir wurden spezielle Primer ausgewéhlt, die an die
Sequenz von TLR3 mRNA in beiden Spezies spezifisch binden. Getestet wurden in der Maus
die makrophagenéhnlichen Zellinien RAW264.7 und J774, sowie
Knochenmarksmakrophagen (BMM) und DC. Generell ist TLR3 in der Maus wesentlich
hoher exprimiert als im Menschen und kommt vor allem auf Makrophagen vor. In humanen
Monozyten 148t sich TLR3-mRNA kaum nachweisen. In Makrophagen ist die mRNA des
Rezeptors gering exprimiert, hauptséchlich aber in ,,unreifen* myeloischen DC. Dieses
Expressionsmuster weist auf eine unterschiedliche Zelltyp-spezifische Regulation in Mensch

und Maus hin.
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Relative mRNA Expression
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Abb.14 Expression von TLR3-mRNA in Mensch und Maus. Semi-quantitative PCR von RNA verschiedener
Zellen bzw. Zellinien auf TLR3-Expression. Als interne Kontrolle wurde 3-Aktin verwendet. KM-differenz.
MAK/DC: aus Knochenmark differenzierte Makrophagen/ Dendritische Zellen, MO: Monozyten.

4.2.2. Induktion der TLR3-mRNA durch LPS und Interferone

Um zu untersuchen, ob neben der unterschiedlichen Zelltypspezifitidt der TLR3-Expression
auch Unterschiede in der Induzierbarkeit von TLR3 in Mensch und Maus bestehen, wurden
humane und murine Zellen mit LPS und Typ I und II Interferonen (IFN-f und IFN-y)
stimuliert. TLR3-mRNA wird in der Maus durch LPS hochreguliert (Alexopoulou et al.,
2001) und Interferone spielen bei Virusinfektionen eine wichtige Rolle. TLR3-mRNA wurde
in BMMs der Maus (Abb.15A) nach 4 h durch IFN-3 und LPS induziert. Mit IFN-y konnte
nur eine leichte Erhhung verzeichnet werden. Der starkste Effekt wurde mit IFN-J3 erzielt,
wobei der mRNA-Spiegel nach 24 h wieder auf dem Ausgangswert war. In der murinen
Makrophagen-Zellinie RAW264.7 (Abb.15B) konnte ebenfalls mit allen drei Stimuli eine
Hochregulation erzielt werden, anders als in BMMs kam es aber nach 24 h zu einer weiteren
Induktion durch IFN-y. In humanen Zellen, wie Monozyten, Makrophagen (nicht gezeigt) und
in vitro differenzierten DC (Abb.15C und D), wurde eine anhaltende Induktion der TLR3-
mRNA mit [FN- erreicht. LPS hatte dagegen, anders als in der Maus, keinen Effekt. Eine
leichte Hochregulation der mRNA konnte mit [FN-y gezeigt werden, die allerdings
spenderabhédngig war. Die humanen myelomonozytéiren Zellinien MonoMac6 und THP-1
zeigten keine Induktion der TLR3-mRNA auf Stimulation mit LPS oder IFN- und -y. Da die
monozytiren THP-1-Zellen TLR3-mRNA nur sehr gering exprimieren und es mit [IFN-f3 zu
keiner Hochregulation der TLR3-mRNA kam, wurden die Zellen mit PMA zu
makrophagendhnliche Zellen ausdifferenziert. Makrophagen exprimieren TLR3-mRNA im

humanen System in einem stirkeren MaR als Monozyten. In mit PMA ausdifferenzierten
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THP-1 konnte eine Induktion von TLR3-mRNA nach IFN-3 Stimulation festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).
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4.2.3. Genstruktur des TLR3 in Mensch und Maus

Um die Regulation des humanen und murinen TLR3 auf Promotorebene néher untersuchen zu
konnen, wurde, wie vorher beim humanen TLR2-Gen, eine RLM-RACE mit RNA von
murinen BMMs und humanen in vitro differenzierten DC durchgefiihrt. Die ermittelten 5°-
Sequenzen der TLR3-mRNA wurden mit bereits verdffentlichten genomischen Sequenzen

verglichen und die Genstruktur des TLR3 in beiden Spezies ermittelt.

ETTR
1 v v
Mensch |—//—I-//—I—//—-E_
% 16% 779% 718%  81% . 80%
Maus |— |—//—|—//—|—//+//—-—|.—

mnm v v VI VIl

Abb.16 Genstrukturen von TLR3 in Mensch und Maus. Blau: translatierter Bereich, dunkelgrau:
mRNA, hellgrau: regulatorische Sequenz. %: Homologie zwischen humanem und murinem TLR3-Gen.
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Wihrend das humane TLR3-Gen aus 5 Exons besteht, besitzt das TLR3-Gen der Maus 7
Exons. Der Translationsstart im humanen TLR3-Gen liegt in Exon II, im Gen der Maus
dagegen beginnt die kodierende Sequenz in Exon IV. Die kodierende Region in beiden
Spezies zeigt eine hohe Homologie (75%), dagegen sind die regulatorischen Bereiche sehr
verschieden (mit einer Homologie von 3-16%).

Eine Sequenzanalyse ergab, dass der humane TLR3-Promotor eine klassische TATA-Box
aufweist, die in der murinen TLR3-Sequenz fehlt. Dafiir besitzt das TLR3-Gen der Maus zwei
alternative Promotoren, von denen der proximale hauptsichlich in LPS-stimulierten
Makrophagen benutzt wird. In den TLR3-Promotoren beider Spezies findet man
unterschiedliche Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren (s. Abb.17). Was sie aber
gemeinsam haben, sind ISRE (Interferon sequence response element)/IRF (Interferon

regulatory factor)-Elemente, was die beobachtete Regulation durch Interferone erkléren

konnte.
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Abb.17 Promotorsequenzen des TLR3 in Mensch und Maus. Mégliche Bindungsstellen fiir TF sind
farbig gekennzeichnet. Pfeile markieren Transkriptionsstartpunkte, Balken kennzeichnen Exons.

4.2.4. Regulation der TLR3-Promotoren durch Interferone

Erste Hinweise darauf, welche Mechanismen fiir die Regulation der TLR3-Promotoren
verantwortlich sind, sollten Transfektionsstudien ergeben. Wie in Abb.18A zu sehen ist,
beinhalten die Promotoren beider Spezies Elemente, die eine IFN-Antwort vermitteln
konnten. Um deren Bedeutung bei der Interferon-induzierten Regulation zu ermitteln, wurden
zwei mogliche ISRE/IRF-Elemente im Promotor der Maus und ein ISRE- und ein STAT-
Element im humanen Konstrukt mutiert (s. Abb.18A). In mit PMA differenzierten THP-1-
Zellen wurden die humanen Promotorkonstrukte transient transfiziert und mit IFN-3
stimuliert (Abb.18B). Der humane TLR3-Promotor wird nach 4 h, aber vor allem nach 24 h
durch IFN- aktiviert. Nach Mutation des IRF-Elements ist sowohl die basale als auch die
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induzierte Aktivitit des TLR3-Promotors blockiert. Die Mutation des STAT-Elements hatte
auf die basale Aktivitit des humanen TLR3-Promotors keinen Einflul3, die Induktion durch
IFN-B war jedoch inhibiert. Das IRF- und zum Teil das STAT-Element ist also fiir die
Regulation des humanen TLR3-Promotors wichtig.

Zur Untersuchung der TLR3-Promotoren beider Spezies (mTLR3-966 bp und hTLR3-588 bp)
in der Maus wurden die Konstrukte stabil in die Zellinie RAW264.7 transfiziert und die
Zellen mit IFN-f3, IFN-y und LPS stimuliert (Abb.18C). Nach 4 h war sowohl beim mTLR3-
als auch beim hTLR3-Konstrukt eine Aktivierung durch IFN-3 zu erkennen, mit IFN-y nach
24 h. LPS hatte in diesem Assay keinen Einflul} auf die Promotoraktivitit. Wie beim
menschlichen Konstrukt wurden potentielle IFN-regulierte Elemente, hier die innere und die
duBere ISRE-Site mutiert, und in RAW?264.7-Zellen transfiziert (Abb.18D,E). Nach Mutation
der inneren Bindungsstelle war sowohl die basale als auch die induzierte Aktivitit des TLR3-
Promotors inhibiert. Im murinen Promotor ist somit das innere, aber nicht das duf3ere IRF-

Element fiir die basale und IFN-induzierte Expression der TLR3-mRNA von Bedeutung.
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Abb.18 Promotoranalysen von TLR3. A: humane und murine Promotorkonstrukte mit méglichen
Bindungsstellen; Mutationen des jeweiligen Elements sind mit einem Kreuz markiert. B: transiente
Transfektion in THP-1-Zellen von humanen TLR3-Promotorkonstrukten und Stimulierung mit IFN-B; C:
stabile RAW264.7-Transfektion mit humanen und murinen TLR3-Promotor und Stimulation mit IFN-J,
IFN-y und LPS; D: transiente,E: stabile Transfektion der Mutationen des mTLR3-Promotors in RAW264.7

mit und ohne Stimulierung durch IFN-B. B,C,E: Aktivitdt ist auf unstimulierte Werte normiert. D: Aktivitdt
des nicht mutierten Konstrukts entspricht 100%.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass zwar die TLR3-Promotoren beider Spezies unterschiedlich
strukturiert sind, dass aber im Bereich der Transkriptionsstartpunkte wichtige, durch

Interferone regulierte Elemente angeordnet sind.

Die verschiedenen Komponenten, die am Signalweg der Interferone beteiligt sind, sind in der
Einleitung dargestellt (siehe Kapitel 1.2.3.). Um aufzuklédren, welche dieser Faktoren fiir die
TLR3-Induktion eine Rolle spielen, wurden Makrophagen von Knockout-Mausen untersucht,
denen einzelne Komponenten des IFN-Signalwegs fehlen. Wie in Abb.19 gezeigt, war die
Induktion von TLR3 durch IFN-f abhédngig vom IFN-o/-B-Rezeptor. Tyk2, ein Mitglied der
Familie der Januskinasen, spielte bei der Induktion von TLR3 durch IFN-f3 keine Rolle.
STATI1, welches als Homodimer oder als Komplex mit STAT2 und IRF9 an der Induktion
beteiligt sein kdnnte, wurde ebenfalls anhand von Knockout-Miusen auf seine Bedeutung
untersucht. In STAT1-negativen Makrophagen, die 4 h mit IFN-3 behandelt wurden, war die
Induktion von TLR3 blockiert. Eine deutliche Blockade, wenn auch weniger ausgepragt als
bei STATI1, war auch in IRF1-negativen Makrophagen zu sehen, die im Vergleich mit
heterozygoten IRF1-Makrophagen untersucht wurden. Fiir die Induktion von TLR3 durch
IFN-B sind in der Maus somit IFNAR1, STAT1 und IRF1 wichtig.
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Abb.19 Verschiedene Komponenten sind an der TLR3-Induktion durch IFN-J beteiligt. Expression
von TLR3-mRNA in Knochenmarksmakrophagen von Knockout-Mdusen fiir IFNARI, Tyk2, STATI und
IRF1 im Vergleich zu Wildtypmdusen (wt). In A: zwei unabhdngige Mduse (Peritonealmakrophagen),
in B und C Mittelwerte aus drei Prdparationen von Knochenmarksmakrophagen. B: +/+ Wildtyp, -/-
STATI-negative Zellen. C: +/- IRF 1-heterozygote Mduse, -/- IRF I-negative Zellen.
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In Gelshifts sollten die Faktoren definiert werden, die an die IRF-Site im humanen und
murinen TLR3-Promotor binden (Abb.20). In vitro differenzierte DC wurden mit IFN-f3 fiir
2 h stimuliert und Kernextrakte von unstimulierten und stimulierten Zellen prapariert
(Abb.20B). Als entsprechendes Oligonukleotid fiir das humane TLR3-Gen wurde die
radioaktiv markierte IRF-Bindungsstelle verwendet. Diese zeigte hohe Ubereinstimmung zum
Konsensus-IRF und —-ISRE Element (Abb.20A). Durch Supershiftanalysen mit Antisera
gegen im IFN-Signalweg wichtige Faktoren, konnte ein konstitutives Binden von IRF2 an die
TLR3-Sequenz gezeigt werden. Die Bindung von IRF1 wurde nach Stimulierung induziert.
IRF9, welches zusammen mit STAT1 und STAT2 an ISRE bindet, bildete keinen Komplex
mit dem humanen IRF-Element und wurde nicht geshiftet. In die humane Zellinie HT-29
wurden Promotorkonstrukte des humanen TLR3 zusammen mit Expressionsplasmiden fiir
IRF1 und IRF2 kotransfiziert, um zu testen, ob die beiden Transkriptionsfaktoren den
humanen TLR3-Promotor aktivieren kdnnen. In unstimulierten Zellen aktivierten sowohl
IRF1 als auch das als eigentlich repressorisch bekannte IRF2 (Toshchakov et al., 2002) den
humanen TLR3-Promotor, in mit IFN-f stimulierten HT-29-Zellen war die Aktivitit nicht
weiter erhoht (Daten nicht gezeigt).

Fiir Gelshifts mit der inneren IRF-Site des murinen TLR3-Promotors (Abb.20C) wurden
Kernextrakte von RAW264.7-Zellen verwendet, ebenfalls mit und ohne IFN- Stimulierung.
Supershiftanalysen mit Antisera gegen IRF1, 2 und 9 ergaben ein dhnliches Bild wie beim
humanen IRF-Element. IRF2 bindet konstitutiv an das murine IRF-Element, IRF1 bindet
dagegen erst nach Stimulierung mit IFN-f3. In Kompetitionsanalysen konnte die Bindung von
IRF1 und IRF2 an das murine IRF-Element durch Zugabe der humanen oder der murinen
IRF-Sequenz (hIRF/mIRF-in) blockiert werden. Entsprechend den Promotorkonstrukten
mutierte Oligonukleotide (mIRF-inM und hIRFM) konnten die Sonde hingegen nicht

verdréangen.
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Abb.20 EMSAs mit humanen und murinen IRF/ISRE-Elementen der TLR3-Promotoren. A: Sequenzen von
Konsensus- ISRE, humanen ISRE/IRF, murinen ISRE/IRF-in und Konsensus IRF. B: Gelshift mit humaner
IRF-Site und DC-Kernextrakten (0 h und 2 h mit IFN-P stimuliert); Antiseren gegen IRF I, IRF2 und IRF9. C:
Sequenzen verschiedener Mutationen der TLR3-Bindungsstellen; mIRF-inM: Mutation der inneren IRF-Site im
Mauspromotor, hIRFM: Mutation des IRF-Elements im humanen TLR3-Promotor. links: Kompetitoranalyse
mit markiertem mIRF-in-Element, rechts: Supershiftassay mit Antiseren gegen IRF1, IRF2 und IRF9;
Kernextrakte von RAW264.7.

4.2.5. Induktion der TLR3-mRNA durch LPS

Wie in Abb.15 zu sehen war, wurde TLR3-mRNA der Maus durch LPS induziert. In
anfdnglichen Transfektionen (sieche Abb.18C) konnte keine LPS-aktivierte Induktion des
murinen Promotors festgestellt werden, obwohl er NF-kB Elemente enthilt, die
normalerweise bei einer LPS-Aktivierung wichtig sind. Da bekannt ist, dass LPS Typ I
Interferone induziert, wurde eine mogliche Bedeutung von IFN-f bei der LPS-stimulierten
TLR3-Induktion in Mausmakrophagen (RAW264.7) untersucht (Abb.21A). In Antikorper-
Blockierungsexperimenten konnte die Induktion von TLR3 nach LPS Stimulation mit einem
Antiserum gegen IFN-, nicht aber gegen IFN-a teilweise aufgehoben werden. Eine
vollstdndige Blockade lie} sich moglicherweise aufgrund der hohen lokalen IFN-f3
Konzentration oder der kurzen Interventionswege zwischen Sekretion und autokriner Aktion
nicht erreichen.
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Abb.21 TLR3-mRNA-Induktion in RAW264.7 durch LPS geht iiber autokrines IFN-B. A: TLR3-Expression
in RAW264.7, stimuliert mit IFN-B und LPS; Blockade mit Antiseren gegen IFN-o. und —3. B: Wildtyp, IFN-§3-
und Tyk2-negative Peritonealmakrophagen; TLR2- und TLR3-Expression nach LPS-Stimulierung, C:
Expression des humanen TLR3 in DC stimuliert mit LPS und IFN-.

Um zu verhindern, dass konstitutiv vorhandenes IFN-3 den Effekt des durch LPS-induzierten
IFN-B verfilscht, wurden IFN-3 negative Peritonealmakrophagen (Abb.21B) analysiert. Die
Zellen wurden mit LPS fiir 4 h stimuliert. Eine Hochregulation der TLR3-mRNA blieb aus.
Im Vergleich dazu wurde die Induktion von TLR2-mRNA durch LPS untersucht, die direkt

durch NF-kB vermittelt wird und in IFN-p-defizienten Makrophagen normal verlief.

Im Menschen kommt es nach Stimulierung mit IFN-3 ebenfalls zu einer Hochregulation von
TLR3-mRNA, eine Induktion nach LPS Gabe konnte jedoch nicht verzeichnet werden. Das
konnte zum einen daran liegen, dass humane Zellen im Gegensatz zu murinen Makrophagen
zu wenig IFN-f3 nach LPS Stimulation produzieren, um eine autokrine Reaktion zu bewirken.
Eine andere Erkldarungsmoglichkeit fiir dieses Phidnomen wire, dass LPS moglicherweise eine
negativ regulatorische Rolle spielt. Um letztere Hypothese zu testen, wurden (Abb.21C)
humane in vitro differenzierten DC mit IFN-f3 stimuliert, woraufthin TLR3-mRNA nach 4 h
und 24 h induziert wurde. In mit LPS stimulierten Zellen konnte keine Hochregulation von
TLR3-mRNA beobachtet werden. Nach einer zweistlindigen Vorinkubation der DC mit LPS
und anschlieBender Zugabe von IFN-3 wurde die Hochregulation der TLR3-mRNA, die
durch IFN-B zu erwarten wére, vollstindig inhibiert. LPS induziert also wahrscheinlich
negativ regulatorische Faktoren. Denkbar wire ein Einflul von LPS auf die Aktivierung von
IRF1, eventuell durch Rekrutieren von Faktoren, die IRF1 blockieren konnen. Eine

Stimulation von humanen DC mit LPS induzierte jedoch das Binden von IRF1 an die humane
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IRF-Site des TLR3-Promotors, wie in folgendem Gelshift zu sehen ist (Abb.22) und
verhinderte aber nicht das durch IFN-f induzierte Binden von IRF1 an das entsprechende
humane Motiv. Welche Faktoren LPS im humanen System induziert, um eine negative
Regulation auszuldsen, konnte bisher nicht geklédrt werden und ist fiir weitere Untersuchungen

sicherlich interessant.
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4.3. Regulation des TLR4-Gens in Mensch und Maus

4.3.1. Strukturelle Unterschiede des humanen und murinen TLR4-Gens

Im Menschen wie in der Maus wird TLR4 hauptsdchlich auf myeloischen Zellen exprimiert.
TLR4-mRNA ist in der Maus in Geweben wie Herz, Lunge und Milz zu finden. Im Menschen
wird er neben myeloischen Zellen noch auf Endothelzellen und B-Zellen exprimiert und ist

vorwiegend im Peripheren Blut vorhanden (Muzio et al., 2000; Rock et al., 1998).

Die Struktur des humanen TLR4-Gens war bereits bekannt. Die TLR4-Gensequenzen beider
Spezies bestehen aus 4 Exons, mit einem Translationsstart in Exon I. Von humaner TLR4-
mRNA existieren 3 Splicing-Varianten, von denen aber nur das Transkript aus Exon I, III und
IV translatiert wird. Im kodierenden Bereich des TLR4-Gens besteht zwischen Mensch und
Maus eine hohe Homologie von 72-77%. Auch die regulatorischen Sequenzen oberhalb des

humanen Startpunktes sind in der Maus zu 61% identisch.
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Abb.23 Genstrukturen von humanen und murinen TLR4. Griin: translatierter Bereich, dunkelgrau:
mRNA., hellgrau: regulatorischer Bereich. % Homologie der Sequenzen beider Gene.

4.3.2. Welche Bereiche der regulatorischen Sequenz sind fiir die Regulation wichtig?

Eine erste Eingrenzung des regulatorisch aktiven Bereichs des humanen TLR4-Gens ist von
unserer Arbeitsgruppe bereits publiziert (Rehli et al.,2000). Um diese Bereiche ebenfalls fiir
das TLR4-Gen der Maus zu charakterisieren, wurden Promotorkonstrukte ausgehend von
—1574 bp bis —20 bp vom Transkriptionsstart entfernt in ein Luziferasekonstrukt kloniert. Die
Transfektionen in die Mauszellinie RAW?264.7 ergaben, dass das Plasmid mit der Sequenz
339 bp aufwiirts des Transkriptionsstarts die regulatorisch aktive Sequenz des proximalen
Promotors umfasst (s. Abb.24). Ahnliche Experimente sind von Roger et al. beschrieben und

fiihrten zu vergleichbaren Ergebnissen (Roger et al., 2001).
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Abb.24 Transfektion des TLR4-Promotors der Maus und dessen Deletionen in RAW264.7.
Promotorkonstrukte sind schematisch dargestellt: Pfeile markieren den Transkriptionsstartpunkt; Sacl,

Nhel, Bglll, Ncol und HindlIlIl sind fiir die Klonierung verwendete Restriktionsenzyme. Alle Werte

wurden auf den Vektor (Reporterkonstrukt ohne Promotor) normiert und auf das lingste Konstrukt 71
(mTLR4-N) bezogen. (Mittelwerte +/- SD; n=7)
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4.3.3. Bedeutung von spezifischen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfakoren fiir die

Regulation der TLR4-Promotoren

Ein Vergleich der Promotoraktivitit des humanen mit dem murinen TLR4-Gen ergab, dass
der Promotor der Maus in Transfektionen wesentlich weniger aktiv ist als der humane TLR4-
Promotor, sowohl in RAW264.7 (ca.20% vom humanen wt-Konstrukt) als auch in THP-1
(ca.40% vom humanen wt-Konstrukt) (siche Abb.29).

Eine Sequenzanalyse zeigte, dass beide Promotoren keine TATA-Box oder andere
Konsensusinitiatorsequenzen besitzen. Stattdessen verfiigen beide iiber purinreiche
Sequenzen mit der Nukleotidabfolge 5°-GGAA-3", die mogliche PU.1-Elemente darstellen. In
unten abgebildetem Schema sind die moglichen Bindungsstellen regulatorischer Faktoren
gezeigt. Der TLR4-Promotor der Maus besitzt mehrere Bindungsstellen fiir PU.1, der humane
TLR4-Promotor verfligt auBerdem noch iiber mogliche Bindungsstellen fiir Sp1 und iiber eine

mogliche CCAAT-Box.
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Exon I

In Transfektionsanalysen sollte die Bedeutung der verschiedenen méglichen Bindungsstellen
von Transkriptionsfaktoren fiir die Aktivitit der TLR4-Promotoren untersucht werden. Die
vier moglichen PU.1 Bindungsstellen des TLR4-Promotors in der Maus wurden im —339 bp
Plasmid mutiert und in RAW264.7 transient transfiziert. Zwei der Elemente sind fiir die
Aktivierung des murinen TLR4-Promotors von Bedeutung, ndmlich P2 und P4 (siche Abb.26
und zum Vergleich Abb.25).
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mTLR4-Promotor in RAW264.7
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Abb.26 Transfektion der Mutationen der PU.1-Bindungsstellen im murinen TLR4-Promotor (-339 bp) in
RAW264.7. PU.1-Elemente sind numeriert von Pl bis P4; Vektor: Reporterkonstrukt ohne Promotor; Werte
wurden auf das wt —339 bp Konstrukt bezogen. (Mittelwerte +/- SD; n=4)

Die Bindung von PU.1 an den murinen TLR4-Promotor sollte durch Kompetitionsanalysen in
Gelshiftexperimenten {liberpriift werden. Dabei wurden die Sequenzen der PU.1-Elemente P1
bis P4 als Kompetitoren eingesetzt. An die Sequenzen P3 und P4 konnte eine Bindung von
PU.1 gezeigt werden (Abb.27 links). Vorausgegangene Transfektionen zeigten, dass die P2-
und P4-Elemente fiir die Aktivitit des Promotors nétig sind. In Supershiftassays mit
Antiseren gegen PU.1 und ICSBP konnte eine Bindung der beiden Proteine an die P4-
Sequenz (Reihe 1-3), welche sowohl ein mdgliches PU.1- als auch ein ICSBP-Element
enthélt, und von PU.1 an die P2-Sequenz (Reihe 4-7) des murinen TLR4-Promotors gezeigt
werden (Abb.27 rechts).

mTLR4-P4
P4 mTLRa P2
&g & & & & & & &
e A = 4 . F-a— % -
Kompetitoren e o o o o xr @& o Antiserum 2 S s =
= |E|E|E|E|E|E|E QL o Q (&
E E E E E E E E RAW-KE 4 4+ 4+ - + + =+
Wx = = = =+ = += - = - =+
100k = = =+ = =+ = -+ = =+ = S5 =

PU.1/ICSBP —»
«— PU-1

«— PU-1 PU1 —

Abb.27 Gelshifts mit murinen PU.1-Bindungsstellen. Links: Kompetition der PU.1-Bindung an mTLR4-P4
mit P3- und P4-Oligo. Rechts: in Reihe 1-3 sieht man markiertes P4-Element, in Reihe 4-7 markiertes P2-
Element; Antiseren gegen ICSBP und PU.1 mit RAW264.7-Kernextrakten.
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Der menschliche TLR4-Promotor verfiigt genauso wie TLR4 der Maus iiber mogliche
Bindungsstellen fiir PU.1. Um zu testen, welche der moglichen Elemente fiir die Aktivitéit des
humanen TLR4-Promotors wichtig sind, wurden diese im —408 bp und im —99 bp Konstrukt
mutiert und in THP-1-Zellen transfiziert. Die Bindungsstelle P2 hatte den grofiten Einfluf3 auf
die Aktivitdt des humanen TLR4-Promotors (Abb.28).

Humaner TLR4-Promotor in THP-1 Abb.28 PU.1-Mutationen des

-408p3 humanen TLR4-Promotors (-408 bp
-408P0 I und -99 bp). Transfektion in THP-1-
.408p]2 Zellen; Mutationen der PU.I-

Elemente sind mit PO bis P3

- [
AlsE< gekennzeichnet; P12 steht fiir die

408P1 Zweifachmutation von PI und P2,
-99p2 [EEE— Vektor: Reporterkonstrukt ohne
.oop3 I Promotor. Werte wurden auf das wt
-A08 —408 bp Konstrukt bezogen.
‘Mittelwerte +/- SD; n=8
Vektor EH | | _ ( )
0 0,5 1 15 2 25

relative Luziferase Aktivitat

4.3.4. Eingrenzung der regulatorisch wichtigen Bereiche im TLR4-Gen durch Bildung

von Chiméren

Um die regulatorisch wichtigen Bereiche im humanen und murinen TLR4-Promotor
einzugrenzen, wurden ausgehend vom humanen —408 bp und vom murinen —339 bp TLR4-
Konstrukt Chimére angefertigt. Die Schnittstellen lagen im humanen TLR4-
Promotorkonstrukt zwischen dem ICSBP (= IRF8)- und dem P2-Element bzw. im Promotor
der Maus dem entsprechenden P4-Element. Da zu diesem Zeitpunkt die Ergebnisse der RLM-
RACE (siehe Kapitel 3.6) noch nicht bekannt waren, wurden die Chimére ausgehend von den
Startsites, die mittels der Methode der primer-extension definiert wurden, konstruiert. In
Abbildung 29 sind die Ergebnisse aus transienten Transfektionen in RAW264.7-Zellen
dargestellt. Wahrend das Promotorkonstrukt ,,HM-TLR4* an Aktivitét gegeniiber den
humanen und murinen Wildtyp-Konstrukten verlor, vermutlich aufgrund eines fehlenden
Transkriptionsstarts aus den wt-Konstrukten, lag die Aktivitat des ,,MH-TLR4‘“-Konstrukts in
Relation zum humanen Promotorkonstrukt noch bei iiber 50%. Durch Ersetzen der humanen
Sequenz inklusive moglicher CCAAT-Box, Spl- und PU.1-Element (HMH-TLR4) durch die

Maussequenz, verlor das Promotorkonstrukt vollstindig an Aktivitéit. Die Luziferaseaktivitdt
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stieg bei Einfligen der humanen Sequenz in den Mauspromotor (MHM-TLR4) um fast das
Doppelte im Vergleich zum wt-Mauskonstrukt. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich folgern,
dass die im humanen 3’-Bereich liegenden Sequenzen fiir die hohe Aktivitit des TLR4-
Promotors wichtig sind. Diese Resulate lieBen sich jedoch erst sinnvoll interpretieren,
nachdem mittels RLM-RACE die Transkriptionsstartpunkte der Promotorkonstrukte von
Mensch und Maus korrekt definiert waren (Kapitel 4.3.6).

Balken:human

Strich:murin
HMH-TLR4 (I 1 |
M-lang-TLR4 1 .2 3 4 - __|
MHM-TLRA V2 2 I
H-angTLR4 eSS _—ﬂ
MHIRE 3.2 e E——
HM-TLR4 o0 a4 ’ -—‘
MILR4-339 123 A —_——
HTLR4-408 I 3T ) ]

0 02 04 06 08 1 12
relative Luziferase Aktivitat

Abb.29 Transfektion der Chimdiren in RAW264.7. Gelbe Punkte: PU.1-Elemente, numeriert von 1 bis 4 in der
Maus und von 0 bis 3 im Menschen; rosa: CCAAT-Box, blauer Punkt: Sp1-Element. H: humane TLR4-
Sequenz; M: murine TLR4-Sequenz. Werte auf humanes wt Konstrukt bezogen. (Mittelwerte +/- SD,; n=35)

4.3.5. Welche Faktoren binden im 3 -Bereich des humanen TLR4-Promotors?

Der humane TLR4-Promotor besitzt auch mogliche Bindungsstellen fiir weitere
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. fiir Sp1. Die Mutation dieses Elements (HTLR4-S) fiihrte
zum vollstindigen Verlust der Aktivitat des humanen Promotorkonstrukts in THP-1- und
RAW264.7-Zellen, woraus ersichtlich ist, dass die Sp1-Sequenz fiir die Aktivitét des
humanen TLR4-Promotors wichtig ist. Generell ist die Aktivitit der TLR4-
Promotorkonstrukte in THP-1 im Vergleich zum VoP (Vektor ohne Promotor) sehr niedrig.
Die Interpretation der Daten ist daher anhand der Ergebnisse aus der RAW264.7-Transfektion
sinnvoller. Dort verursachte die Mutation der CCAAT-Box (HTLR4-mCA) einen
Aktivititsverlust von ca. 75% zum wt-Konstrukt des humanen TLR4-Promotors. Um die
Unterschiede zwischen der 3'-Region des humanen und des murinen Promotors
herauszufinden und damit eventuell die hohere Aktivitdt des humanen Promotors begriinden
zu konnen, wurden die der CCAAT, Sp1, PU.1-Site entsprechenden Sequenzen zwischen den

Promotorkonstrukten beider Spezies ausgetauscht. Ein Ersetzen der humanen CCAAT-
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Box/Sp1/PU.1 (CSP)-Sequenz durch die entsprechend dhnliche Maussequenz (hTLR4-mCSP)
zeigte in Relation zum Wildtyp-Konstrukt des humanen Promotors zwar in THP-1 keine
wesentliche Verdnderung in der Luziferaseaktivitit, in RAW264.7 dagegen kam es zu einem
Aktivitatsverlust. Das umgekehrte Konstrukt (mTLR4-hCSP) dagegen wies im Vergleich zum
Wildtyp-Konstrukt der Maus (MTLR4-339) keinerlei Verdanderung in der Promotoraktivitit,
weder in THP-1 noch in RAW264.7. Das Einbauen der murinen Sp1/PU.1-Sequenz in das
humane Promotorkonstrukt (HTLR4-mSPm) verdnderte die Aktivitit in THP-1- und
RAW264.7-Zellen in Relation zum wt-Konstrukt ebensowenig wie das Einsetzten derselben
Sp1-Mutation wie im humanen Promotor in das murine Konstrukt (MTLR4-S). Auch hier
sollen die tatsdchlich verwendeten Initiationssequenzen der Promotorkonstrukte tiberpriift

werden.

MTLR4-S
MTLR4-hCSP
HTLR4-mCSP
HTLR4-mCA
HTLR4-mSPm
HTLR4-S
MTLR4-339

HTLR4-408
Vektor

Rot:RAW264.7
Blau:THP-1

‘l

i

=}

0,5 1 1,5 2
relative Luziferase Aktivitat

Abb.30 Einfluf des Sp1-Elements und der CAAT-Box auf Aktivitiit des humanen TLR4-Promotors. Transfektion
der Konstrukte in RAW264.7 und THP-1. Vektor: Reporterkonstrukt ohne Promotor, HTLR4-408: humanes 408 bp
Konstrukt, MTLR4-339: murines 339 Konstrukt, HTLR4-S: Mutation der Sp1-Site im humanen Promotor, HTLR4-
mSPm: humaner Promotor mit Sequenz der murinen Sp1/PU.1-Site, HTLR4-mCA: Mutation der CAAT-Box im
humanen Promotor, HTLR4-mCSP: Mutation der CSP (CAAT-Box/Sp1/PU.1)-Site im humanen Promotor, MTLR4-
hCSP: muriner Promotor mit humaner CSP-Sequenz, MTLR4-S: Einbau derselben Mutation der Sp1-Site in den
murinen Promotor wie im HTLR4-Konstrukt. Werte wurden auf humanes wt —408 bp Konstrukt bezogen.
(Mittelwerte +/- SD; n=4 (THP-1), n=5 (RAW264.7))

Die Faktoren zu definieren, die an die humane CSP-Sequenz binden, gestaltete sich
schwierig. In EMSAs konnte weder eine Bindung von Sp1 an die mogliche Sp1-
Bindungsstelle, noch von NF-Y oder Egrl an die CCAAT-Box detektiert werden. NF-Y und
Egrl wurden laut Datenbankanalyse als mogliche Transkriptionsfaktoren genannt, die an die
Sequenz der CCAAT-Box im humanen TLR4-Promotor binden kénnten. Nun soll mit

anderen Methoden die aktivierende Region eingegrenzt und charakterisiert werden.
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4.3.6. Definition der Transkriptionsstarts des TLR4 mittels RLM-RACE

Um die publizierten Transkriptionsstarts des humanen und murinen TLR4-Gens zu
tiberpriifen, wurden die 5°-Enden der TLR4-mRNAs mit Hilfe der RLM-RACE neu ermittelt
(Abb.31). Im Falle des humanen TLR4 wurde mRNA von Monozyten, Makrophagen und
THP-1, fiir das System der Maus wurde RNA von BMMs und der Zellinie RAW264.7
verwendet. Anders als mit der Methode der "primer-extension" wurden bei der RLM-RACE
Startsites ermittelt, die bei der Maus weiter 5° und beim Menschen weiter 3" als bisher
angenommen lagen. Fiir das humane TLR4-Gen verschob sich der Transkriptionsstart um ca.
100 bp abwirts, fiir TLR4 der Maus um 121 bp aufwirts. Die fiir die Regulation des TLR4-
Gens der Maus wichtigen PU.1-Elemente liegen damit unterhalb der Startsite, was
wahrscheinlich wesentlich ungiinstiger und uneffektiver ist, als wenn die regulatorisch
wichtigen Elemente vor dem Transkriptionsstart liegen (wie im humanen TLR4-Promotor).
Moglicherweise erklért dies die unterschiedliche Aktivitdt der TLR4-Promotoren beider
Spezies in transienten Transfektionen.

Um herauszufinden, ob in Transfektionsstudien mit TLR4-Promotorkonstrukten in der
Mauszellinie RAW?264.7 dieselben Startsites benutzt werden wie bei den endogenen TLR4-
Transkripten, wurden Reporterplasmide des humanen und murinen TLR4-Promotors in
RAW264.7 transient transfiziert und RNA gewonnen. Die Sequenzierung nach RLM-RACE
erhaltener 5'-Fragmente der Luziferase-mRNA ergab, dass das humane Promotorkonstrukt
HTLR4-408 in der Zellinie RAW?264.7 denselben Transkriptionsstart benutzt wie in humanen
Zellen. Die Zellinie RAW?264.7 ist also ein geeignetes Modell fiir die Untersuchung der
Regulation des humanen TLR4-Promotors. Beim transfizierten Promotorkonstrukt der Maus
ist der Transkriptionsstartpunkt im Vergleich zum endogenen TLR4 in murinen Zellen
geringfiigig in 3°-Richtung verschoben. Hier wird die Regulation des endogenen Gens in

transienten Transfektionen also nicht ganz korrekt wiedergegeben.
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Abb.31 Vergleich der
Promotorsequenzen des
humanen und murinen
TLR4 mit Startsites der
Promotoren. Blau und
griin: PU.1
Bindungsstellen, gelbe
Nukleotide: mogliche
Elemente fiir TF im
humanen Promotor,
Pfeile:
Transkriptionsstarts

Die Ergebnisse aus den Transfektionsanalysen der Chiméren ergaben, dass die stirkere

Aktivitit des humanen TLR4-Promotors vor allem durch Bereiche unterhalb der

konservierten PU.1/ICSBP-Site vermittelt wird, die den humanen Transkriptionsstart

enthalten. Da manche chiméren Promotorkonstrukte iiber keine oder iiber zwei Startsites aus

den urspriinglichen Wildtyp-Konstrukten verfligen, sollen in noch folgender RLM-RACE die

eigentlichen Initiatorsequenzen dieser Konstrukte bestimmt werden. Erst dann lassen sich alle

Konstrukte sinnvoll interpretieren.
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5. Diskussion

Diese Arbeit beschiftigte sich mit der transkriptionellen Regulation der Toll-like Rezeptoren
2, 3 und 4. Diese Transmembranmolekiile sind pattern-recognition receptors (PRR), die
konservierte molekulare Muster von Pathogenen erkennen und eine entscheidende Rolle bei
der Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems spielen. Die Regulation dieser
Rezeptoren ist unter mehreren Gesichtspunkten von grofBem Interesse. Vor kurzem konnte in
einem transgenen Mausmodell gezeigt werden, dass durch Insertion des kompletten Tlr4-
Gens in einen TLR4-defizienten Mausstamm die Sensitivitit fiir LPS wiederhergestellt
wurde. Die IL-6-Sekretion nach LPS-Stimulierung war hierbei direkt proportional zur Anzahl
der transgenen Tlr4-Kopien. Der basale Expressionslevel eines TLR korreliert also direkt mit

der Sensibilitit gegeniiber mikrobiellen Stimuli (Kalis et al., 2003).

Ein weiterer Grund fiir mein Interesse an der Regulation besteht in der spezifischen
Expression der drei oben genannten TLRs in Zellen des mononukledren Phagozytensystems.
TLR3 wird im Menschen vorwiegend in dendritischen Zellen, TLR2 und TLR4 hauptsichlich
in myeloischen Zellen exprimiert. Diese drei Gene eignen sich also als Modellgene zur

Untersuchung zelltypspezifischer Genregulation in mononukledren Phagozyten.

5.1. Regulation des humanen TLR2-Gens in mononukleiren Phagozyten

TLR2 wird im Menschen hauptséchlich von myeloischen Zellen (Monozyten, Makrophagen,
DC und Granulozyten) exprimiert. Die Untersuchung der transkriptionellen Regulation des
humanen TLR2-Gens in Monozyten und Makrophagen war Kern des ersten Teils meiner
Arbeit.

Mit der Methode der RLM-RACE konnte der 5'-Bereich der mRNA von TLR2 ermittelt
werden. Durch Vergleichen der erhaltenen cDNA mit der bereits publizierten genomischen
Sequenz war es moglich, die Genstruktur des humanen TLR2 zu ermitteln. Mit der Struktur
des Gens war auch die Definition des regulatorischen Bereichs und die Untersuchung der
durch diesen Bereich vermittelten transkriptionellen Regulation moglich. Das humane TLR2-
Gen besteht aus drei Exons mit einem Translationsstart in Exon III. Im 5 -Bereich des
humanen TLR2-Gens ist noch ein weiterer, dem kodierenden dritten Exon homologer
Abschnitt zu finden. Vermutlich hat im Laufe der Evolution im Menschen eine

Genduplikation stattgefunden, wobei spéter nur eines der beiden Gene verwendet wurde.
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Fiir das humane TLR2-Gen konnten mehrere mRNA-Isoformen in verschiedenen Zellen und
Zellinien nachgewiesen werden, die durch alternatives Spleiflen in Exon II entstehen.
Wihrend in Monozyten noch 5 unterschiedlich lange TLR2-Transkripte zu detektieren sind,
wird im Laufe der Differenzierung zu Makrophagen nur noch das ldngste Transkript gebildet.
SpleiBlen ist ein moglicher Mechanismus, um die Expression von Genen zu regulieren und
dabei z.B. zelluldre Eigenschaften durch eine unterschiedliche Auswahl an Proteinen zu
modulieren. Am Beispiel des Wilms Tumorsupressor-Gens konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass auf Grund alternativen Spleiflens eine Isoform der mRNA die Differenzierung
der Zellen zu Granulozyten fordern kann (Loeb et al., 2003).

Im kiirzesten Transkript der humanen TLR2-mRNA fehlt das zweite Exon vollig, im langsten
sind alle drei Exons transkribiert. Die drei ilibrigen Spleilvarianten sind Produkte
unterschiedlicher Akzeptor- und Donorstellen und weisen das zweite Exon nur teilweise auf.
Etwaige Effekte dieses Spleilens spiegeln sich dabei nicht im Translationsprodukt wider, da
das Startkodon im 3. Exon liegt und die verschiedenen Isoformen fiir dasselbe Protein
kodieren. Interessant ist, dass die Verteilung der Spleivarianten von Spender zu Spender
unterschiedlich ist.

Ob dieses Verteilungsmuster Einfluf3 auf die Regulation des humanen TLR2 hat, ist noch
unklar. Die Lange der TLR2-mRNA im 5°-Bereich beeinflusst moglicherweise die Stabilitét
der RNA oder deren Translation. Inzwischen ist bekannt, dass durch alternatives Spleilen
Unterschiede im 5°- oder 3 -untranslatierten Bereich (UTR) bei gleichem open-reading frame
(ORF) vorkommen konnen. Die verschiedenen Isoformen kdnnen Einfluf auf die RNA-
Stabilitdt oder die Translationseffizienz nehmen, z.B. durch verdnderte Sekundarstruktur der
mRNA (Elton and Martin, 2003). Im Falle des humanen TLR2 stellt sich die Frage, ob die
Spleiflvarianten unterschiedlich effizient translatiert werden. Aulerdem muf3 geklart werden,
ob eine Stimulierung der Zellen Auswirkungen auf das Splei3verhalten hat und ob es letztlich
Folgen fiir die Signaltransduktion hat. Diese Fragestellungen sollen in anschlieBenden

Untersuchungen getestet werden.

Der regulatorische Bereich des hTLR2 liegt in einer CpG-Insel. CG-Dinukleotide liegen in
der Regel in nicht-transkribierten Genen methyliert vor. Im Laufe der Evolution wurden
Cytidin-Reste in methylierten CpGs héufig, in unmethylierten CpGs dagegen seltener, in
Thymidin-Reste umgewandelt. CG-Dinukleotide sind deshalb im humanen Genom stark

unterreprasentiert Von einer CpG-Insel spricht man, wenn das Verhéltnis von CG-
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Dinukleotiden zu den restliche Nukleotiden in der entsprechenden Sequenz im Vergleich zur
ibrigen genomischen Sequenz hoch ist.

CpG-Inseln kommen sowohl in Haushaltsgenen als auch in gewebespezifischen Genen vor
(Cooper et al., 1983; Tyckocinski and Max, 1984). Lange war man der Ansicht, dass
gewebespezifischen Gene in der regulatorischen Region im nicht-transkribierten Zustand
methyliert sind und eine programmierte Demethylierung die Transkription in dem
entsprechenden Zelltyp ermoglicht (Riggs et al., 1975; Holliday and Pugh, 1975). Die genaue
Rolle der CpG-Methylierung bei der gewebespezifischen Genregulation ist aber bis heute
noch unklar. Nach Jones et al. inhibiert eine Methylierung des Promotors die Transkription
durch Rekrutierung von Histondeacetylasen und anderer Repressoren (Jones et al., 1998; Nan
et al., 1998). In eigenen Experimenten konnte durch Behandlung von U937-Zellen mit dem
demethylierenden 5-Azacytidin die Expression von TLR2 erreicht werden. Die CpG-
Methylierung seines Promotors kann augenscheinlich die Expression des TLR2-Gens
unterdriicken. Mittlerweile gibt es viele Daten zur Promotordemethylierung und gleichzeitiger
Hochregulation gewebespezifischer Gene. Dennoch gibt es keinen Beweis, dass die
Methylierung eines Gens in nicht exprimierendem Gewebe die Transkription in einer Zelle
verhindern kann, die normalerweise dieses Gen transkribieren wiirde (Hsiao et al., 1984). Die
Arbeitsgruppe um Walsh und Bestor hat demnach die Hypothese aufgestellt, dass die
Demethylierung eine Konsequenz der transkriptionellen Aktivierung ist und nicht deren
Ursache (Walsh and Bestor, 1999).

Wie sich in meiner Arbeit herausstellte ist der proximale Promotor des humanen TLR2-Gens
ahnlich wie bei Haushaltsgenen und gewebespezifischen Genen in normalen Geweben vollig
unmethyliert. Fiir manche Tumorzellinien dagegen konnte eine Methylierung des TLR2-
Promotors gezeigt werden. Die Methylierung der CpGs in verschiedenen Zellinien ging mit
einer fehlenden Expression des TLR2 einher. Eine gewebespezifische Regulation der CpG-
Methylierung in priméren Zellen aber war nicht zu erkennen.

Es ist bereits bekannt, dass Agonisten von TLR2 proapoptotische Signale induzieren kénnen
(Aliprantis et al., 1999 und 2000). Ob die Methylierung des Promotors und damit die
Herunterregulation der TLR2-Expression ein Uberlebensvorteil fiir Tumorzellen darstellt,

muB in diesem Zusammenhang noch gepriift werden.

Mittels Transfektionsstudien konnte die regulatorische Region eingegrenzt und der proximale
TLR2-Promotor definiert werden. Der so bestimmte humane proximale Promotor (-220 bp)

ist in Transfektionen in der humanen Leukdmiezellinie THP-1 sehr aktiv, in HeLLa-Zellen, die
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kein endogenes TLR2 aufweisen, ist er ebenfalls, wenn auch geringer, aktiv. Dies deutet
darauf hin, dass zusétzliche regulatorische Faktoren die offensichtlich myeloisch-spezifische
Regulation beeinflussen.

Mit Hilfe einer Sequenzanalyse konnten mdgliche Bindungsstellen fiir Sp1- und Ets-
Transkriptionsfaktoren im regulatorischen Bereich des TLR2-Gens lokalisiert werden.

Die Bedeutung von Spl, Sp3 und PU.1 fiir die Regulation des humanen TLR2-Gens konnte
anhand von Gelshiftassays und Kotransfektionen mit Reporterkonstrukten des TLR2-
Promotors und Expressionsplasmiden der Transkriptionsfaktoren in Drosophila Schneider-
Zellen gezeigt werden. Spl hatte den stiarksten Effekt auf die Aktivitit des Promotors. PU.1
aktivierte in Kombination mit Sp3 und mit Sp1 den Promotor des hTLR2, die Kombination
von Spl mit Sp3 und PU.1 zeigte einen synergistischen Effekt und wirkte am stirksten
aktivierend.

Sp1 wird ubiquitédr exprimiert und ist an der Regulation von vielen Genen beteiligt, wie z.B.
von IGF-(insulin-like growth factor)-binding protein-2 (Kutoh et al., 1999) oder VEGF
(vascular/endothelial growth factor) (Milanini et al., 1998). Sp1 ist aber auch - wahrscheinlich
in Kombination mit anderen Faktoren - fiir die Regulation myeloischer Gene wichtig. So
reguliert Sp1 u.a. die Genexpression des Mannose-Rezeptors (Eichbaum et al., 1997), des
humanen CD14 (Zhang et al., 1994) oder der HCK (human hematopoietic cell kinase)
(Hauses et al., 1998).

PU.1 gehort zur Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren und wird auf myeloischen Zellen und
B-Zellen exprimiert (siche Einleitung). PU.1 kann aber auch mit anderen
Transkriptionsfaktoren interagieren, wie im Falle des humanen TLR2-Promotors mit Sp1, und
kann damit die Regulation des TLR2-Gens beeinflussen. Beide Faktoren, Sp1 und PU.1,
haben hier einen synergistischen Effekt und verstirken damit die myelospezifische
Expression des humanen TLR2-Gens. Auch in anderen Fillen konnte eine Kooperation
zwischen dem myelospezifischen Transkriptionsfaktor PU.1 und dem ubiquitér exprimierten
Faktor Sp1 gezeigt werden, wie zum Beispiel fiir den Promotor des murinen Tec-Gens
(Honda et al., 1997). Ein synergistischer Effekt lag auch fiir die Promotoren des murinen
Mannoserezeptorgens (Eichbaum et al., 1997) und des humanen Btk (Bruton's

agammaglobulinemia tyrosine kinase) —Gens vor (Muller et al., 1999).

Ein Sequenzvergleich von humanen und murinen TLR2-Promotoren ergab, dass im
Gegensatz zu den kodierenden Regionen die regulatorischen Bereiche des TLR2-Gens von

Mensch und Maus geringe Homologie aufweisen, was auf eine unterschiedliche Regulation
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schlielen 14Bt. Der unterschiedliche Aufbau der TLR2-Promotoren in Mensch und Maus ist
vermutlich verantwortlich fiir die unterschiedliche Expression von TLR2 in beiden Spezies.
Wiéhrend TLR2 im Menschen hauptsachlich auf peripheren Blutleukozyten vorkommt, wird
TLR2-mRNA in der Maus dagegen wenig bis gar nicht in Blutzellen exprimiert (Matsuguchi
et al., 2000).

Die Regulation des TLR2-Promotors der Maus erfolgt durch STATS und NF-kB
(Musikarcharoen et al., 2001), wobei TLR2-mRNA in der Maus durch LPS hochreguliert
wird (Matsuguchi et al., 2000). Zur Induzierbarkeit von humanem TLR2 wurden
unterschiedliche Daten publiziert. Die Gruppe um Visintin konnte zeigen, dass TLR2-mRNA
in humanen Monozyten schon nach 2 stiindiger Inkubation mit LPS induziert wird (Visintin et
al., 2001), wihrend eine andere Arbeitsgruppe nachweisen konnte, dass TLR2-mRNA durch
LPS nicht hochreguliert wird (Muzio et al., 2000). Eigene Untersuchungen zur
Induzierbarkeit des humanen TLR2 in Transfektionsassays ergaben, dass TLR2-
Promotorkonstrukte nicht durch LPS aktiviert werden. In zusétzlichen Northern Blot
Analysen konnten wir auBBerdem zeigen, dass in humanen Monozyten TLR2-mRNA bereits 3
h nach Ausséen in Plastikschalen induziert wird. Durch Stimulation mit LPS oder MALP-2
1aBt sich die Expression von humanen TLR2 aber nicht weiter hochregulieren. Die Induktion
ist wohl auf Signale, die aus der Adhérenz an die Plastikschale hervorgehen, zuriickzufiihren.
Dass Visintin et al. eine Induktion von TLR2-mRNA nach LPS-Gabe gesehen hat, liegt wohl
daran, dass dabei der Vergleich zu nicht stimulierten Zellen nach 2 h fehlte und somit das
Adhidrenzphédnomen nicht erkannt wurde.

Im Menschen wird TLR2-mRNA im Laufe der Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen herunterreguliert. Durch vorherige Stimulation mit LPS oder MALP-2 jedoch
wird die Herunterregulation von TLR2 verzogert, was vermutlich daran liegt, dass die
normale Differenzierung blockiert ist. Ein Verzogern der Herunterregulation hat vermutlich
den Sinn, dass im Falle einer Infektion eine gleichbleibend hohe Expression von TLR2-
mRNA eine schnelle und effektive Immunantwort garantiert. In Makrophagen ist TLR2-
mRNA generell gering exprimiert und 1a6t sich auch durch Stimulation nicht signifikant
hochregulieren. Aus meinen Ergebnissen resultiert, dass humane TLR2-mRNA anders als in
der Maus in Makrophagen nicht durch LPS induziert wird, was wahrscheinlich eine
Konsequenz der unterschiedlichen regulatorischen Bereiche des TLR2-Gens in beiden

Spezies ist.
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5.2. Regulation des TLR3-Gens durch LPS und Interferone

TLR3 wird durch doppelstringige (ds) RNA aktiviert, welche als PAMP bei viralen
Infektionen vorkommt. Im Menschen wird er vor allem auf unreifen DC, kaum auf
Monozyten und gering auf Makrophagen exprimiert. Ein direkter Vergleich der mRNA von
Mensch und Maus ergab, dass in der Maus TLR3-mRNA wesentlich hoher exprimiert ist als
im Menschen und hauptsédchlich auf Makrophagen zu finden ist. Das beobachtete
unterschiedliche Expressionsmuster war Anlall zu weiteren vergleichenden Untersuchung der

Regulation von TLR3 in beiden Spezies.

Zu Beginn der Arbeit war bereits bekannt, dass TLR3-mRNA in der Maus durch LPS
induziert wird (Alexopoulou et al., 2001). Wir untersuchten deshalb die Induktion von TLR3
in humanen und murinen Zellen durch LPS und Interferone. Interferone sind eine heterogene
Gruppe von Zytokinen, die vor allem bei viralen Infektionen aktiviert werden. IFN-a, - und
—y sind die drei wichtigsten Interferone und binden an zwei unterschiedliche Rezeptoren. IFN-
o und —f aktivieren den Typ I IFN-Rezeptor (IFNR), IFN-y bindet an den IFNR vom Typ II.
Durch Aktivierung der Rezeptoren werden Proteine wie Nukleasen, Synthasen und
Proteinkinasen synthetisiert. Fiir die antivirale Wirkung am wichtigsten sind dabei RNase L
und die durch dsRNA aktivierte Proteinkinase R (PKR). Die antivirale Wirkung beruht auf
der Aktivierung von Endonukleasen, welche virale mRNAs degradieren kdnnen, oder darauf,
dass Proteinkinasen die Neusynthese viraler Produkte verhindern konnen. Desweiteren wirken
Interferone als Immunmodulatoren. Sie konnen die Synthese von Antikdrpern durch aktivierte
B-Zellen beeinflussen und Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen aktivieren. Interferone
beeinflussen v.a. die frithe antigen-unspezifische Immunantwort. Die dariiberhinaus
festgestellte antiproliferative und zytotoxische/zytostatische Wirkung der Interferone auf
manche Tumorzellen beruht auf der Interaktion mit Wachstumsfaktoren und auf ihrem
Einfluf} auf die Expression ihrer Rezeptoren. Schlie8lich besitzen Interferone auch
hormondhnliche Wirkungen auf Zellen des zentralen Nervensystems und des
neuroendokrinen Systems, indem sie zentrale opioide Funktionen modulieren

(www.copewithcytokines.de).

Eigene Versuche zeigten, dass TLR3-mRNA in Mausmakrophagen nach 4 h durch IFN-f3 und
LPS induziert wurde. In humanen Zellen (Monozyten, Makrophagen und DC) sieht man mit

84



Diskussion

IFN-f ebenfalls eine Hochregulation nach 4 h und 24 h, LPS dagegen hatte im humanen
System keinen Effekt.

Um diesen Unterschieden in der Expression und Induktion von TLR3 auf Promotorebene
nachgehen zu konnen, definierten wir das 5°-Ende der TLR3-mRNAs beider Spezies und
konnten damit die Strukturen beider Gene ermitteln. Das humane TLR3-Gen besteht aus 5
Exons, das TLR3-Gen der Maus aus 7 Exons. Im translatierten Bereich weisen ihre
Sequenzen eine hohe Homologie auf. Die regulatorischen Bereiche sind dagegen in beiden
Spezies nicht konserviert. Der humane TLR3-Promotor ist ein klassischer Promotor mit einer
TATA-Box, in der Maus dagegen gibt es zwei alternative Promotoren ohne TATA-Boxen,
von denen der 3°-liegende alternative Promotor II hauptsidchlich nach Stimulierung benutzt
wird. Die regulatorischen Bereiche von humanen und murinen TLR3 zeigen grof3e
Unterschiede in der Sequenz beziiglich mdglicher Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren.
Der murine TLR3-Promotor zeigte sich in Transfektionen in der Mausmakrophagenzellinie
RAW264.7 wesentlich aktiver als der humane Promotor. Im Bereich des proximalen
Promotors der Maus liegen mehrere mdgliche Elemente fiir den Makrophagen- und B-Zell-
spezifischen Transkriptionsfaktor PU.1, die eine Makrophagen-spezifische Expression
erkldren konnten. Die Bedeutung dieser Elemente fiir die Aktivitit des murinen TLR3-
Promotors muf in weiteren Experimenten noch geklart werden. In der regulatorischen Region
des humanen TLR3-Gens liegen vermutlich ebenso Elemente, die eine spezifische Expression
in humanen aus Monozyten differenzierten DC begriinden kdnnen. Fiir eine genaue Erkldrung
der zelltypspezifischen Expression miissen aber noch weitere Untersuchungen folgen.

Trotz der unterschiedlichen Promotorstruktur des TLR3-Gens in Mensch und Maus haben
beide Sequenzen mogliche Bindungsstellen fiir IFN-regulierte Faktoren. Die Bedeutung der
IRF/ISRE-Elemente konnte durch Mutationsanalysen in Transfektionsstudien geklédrt werden.
Fiir die Aktivitdt des humanen TLR3-Promotors ist die IRF-Site und in geringerem Maf}e das
STAT-Element wichtig. Im Mauspromotor ist nur das innere IRF-Element von Bedeutung.
Mutation der IRF-Sites beider Spezies verhindert sowohl die basale als auch die durch IFN-f3
induzierte Aktivitdt der beiden Promotoren.

Die ISRE/IRF-Stelle im humanen TLR3-Promotor weist groBe Ahnlichkeit mit der inneren
ISRE/IRF-Stelle im Promotor des murinen TLR3 auf. Beide Elemente zeigen eine hohe
Homologie zur Konsensus-ISRE-Sequenz und zum Konsensus-IRF-Element. Mittels EMSA
konnte ein konstitutives Binden von IRF2 an das innere IRF-Element des Mauspromotors und
an die IRF-Sequenz im humanen proximalen Promotor festgestellt werden. Nach Stimulation

mit [FN-f bildete auch IRF1 mit beiden Elementen einen Komplex. In Kotransfektionen in
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HT-29-Zellen konnte sowohl IRF1 als auch IRF2 den humanen TLR3-Promotor aktivieren.
IRF1 und IRF?2 sind als Transkriptionsfaktoren im IFN--Signalweg bekannt und binden
beide an Konsensus-IRF-Sequenzen, wobei sie sich kompetitiv von der Bindungsstelle
verdriangen konnen. Obwohl IRF2 eher als Repressor gilt (Toshchakov et al., 2002), gibt es
auch Beispiele fiir dessen aktivierenden Eigenschaften. IRF2 fungiert z.B. als
transkriptioneller Aktivator des humanen H4-Histon-Gens (Vaughan et al., 1995). Im Falle
von humanen und murinen TLR3-Promotor wirkt IRF2 ebenfalls aktivierend und ist

wahrscheinlich fiir die basale Expression von Bedeutung.

Bei Aktivierung des IFNR vom Typ I kommt es zur Autophosphorylierung der
Adapterproteine aus der Familie der Januskinasen, Jak1 und Tyk2. Diese phosphorylieren den
Rezeptor und ermoglichen damit ein Andocken von STAT1-Molekiilen, die darauthin
phosphoryliert werden. Nach deren Dimerisierung entweder mit STAT1 oder mit STAT2
kommt es zur Translokation in den Zellkern und dort zur Bindung an entsprechende
Konsensus-Sequenzen. Das Homodimer aus STAT1 bindet an GAS-Sequenzen, das
Heterodimer aus STAT1/2 bindet im Komplex mit IRF9 als ISGF-3 an entsprechende ISRE-
Elemente (Abbildung siehe Einleitung). Diese Elemente kommen in Promotoren von IFN-
induzierten Genen vor, zu denen auch Transkriptionsfaktoren der IRF-Familie zéhlen, die
zusdtzlich bei der Interferon-induzierten Genregulation von Bedeutung sind (Aaronson and
Horvath, 2002).

Welche Faktoren bei der durch IFN-f3 induzierten Hochregulation von TLR3 eine Rolle
spielen, konnte anhand von Knockout-Mé&usen geklirt werden. In IFNAR1-negativen
Makrophagen bleibt die Hochregulation von TLR3-mRNA durch IFN-3 wie erwartet aus.
STAT1 und IRF1 sind ebenso Faktoren, die an der Induktion von TLR3 beteiligt sind,
wiahrend Tyk2, das vor allem die Aktivierung von STAT2 vermittelt, dabei keine Rolle spielt.

Die Expression von TLR3-mRNA der Maus wird durch LPS hochreguliert. Die Mehrzahl der
LPS-induzierten Effekte wird durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB
vermittelt. In anfanglichen Transfektionen konnte jedoch keine NF-kB-abhidngige
Aktivierung des Promotors festgestellt werden. Es war bereits bekannt, dass LPS-
Stimulierung von Makrophagen die Produktion von IFN- induziert (Sato et al., 2002). Die
Hochregulation von TLR3-mRNA in mit LPS stimulierten RAW264.7 konnten wir zumindest
zum Teil mit Antiserum gegen IFN-f3 blockieren. Eine vollstindige Blockade der Induktion

lieB sich mdglicherweise deshalb nicht erreichen, da die Interventionswege zwischen
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Produktion von IFN-f und Aktivierung des IFN-Rezeptors zu gering sind. Um dies
auszuschlieen, wurden IFN-B-negative Peritonealmakrophagen mit LPS stimuliert. Die
Induktion von TLR3-mRNA blieb aus. Ein dhnlicher Mechanismus konnte bei den Genen
INOS, MCP-5 und IP-10 festgestellt werde, bei denen durch Stimulation mit LPS eine
autokrine Produktion von IFN-f3 die transkriptionelle Hochregulierung veranlasste (Sato et al.,

2002).

Induktion der TLR3-mRNA
Induktion . ) '
von TLR3 in der Maus iiber autokrines

Interferon-J3

Makrophage

In humanen Zellen wird die TLR3-Expression nach Stimulation mit LPS nicht hochreguliert.
Ein moglicher Grund dafiir kdnnte sein, dass humane monozytére Zellen nach LPS-Gabe zu
wenig autokrines IFN-f3 produzieren, um eine autokrine Reaktion zu aktivieren. LPS-
Stimulation von humanen DC induzierte jedoch die Bindung von IRF1 an den humanen
TLR3-Promotor und verhinderte nicht die durch IFN-f induzierte Bindung von IRF1. Dieses
Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit dem Befund, dass humane DC nach LPS-
Stimulierung Typ I IFN produzieren kdnnen (Dalod et al., 2003; Shortman and Liu, 2002).
Eine weitere Moglichkeit wire, dass LPS im Falle des humanen TLR3-Gens eine negativ-
regulatorische Rolle spielt. Fiir diese Vermutung spricht, dass in mit LPS vorstimulierten DC
die Induktion von TLR3-mRNA mit IFN-f3 blockiert war. Es muf} aber noch gekléart werden,
ob LPS moglicherweise inhibierende Faktoren induziert, die entweder in der Maus fehlen
oder die mit in der Maus nicht vorhandenen humanen Elementen interagieren.
Zusammenfassend kann man sagen, dass der TLR3-Promotor in beiden Spezies
unterschiedlich organisiert ist, was die verschiedene zelltypspezifische Expression und die
unterschiedliche Induzierbarkeit auf LPS-Gabe in Mensch und Maus erkldren kann. Welche
biologischen Auswirkungen diese Unterschiede haben, ist bisher nicht geklart. Es ist aber
anzunehmen, dass die Zelltypspezifitit des TLR3 und die Moglichkeit der Zelle, TLR3 je
nach Stimulus unterschiedlich zu induzieren, Auswirkungen auf die Funktion des TLR hat.
Trotz der Unterschiede in den regulatorischen Bereichen weisen die TLR3-Promotoren beider

Spezies eine gewisse Konservierung auf, was sich in der gemeinsamen Induzierbarkeit durch
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IFN-f duBert. Diese Hochregulation des TLR3 verlduft in Mensch und Maus tiber den Jak-
STAT-IRF-Signalweg. IFN-B zédhlt zu den ersten Zytokinen, die von einer Zelle bei viraler
Infektion produziert werden, und die ein antivirales Abwehrprogramm in den Nachbarzellen
initiieren. Dies beinhaltet offenbar auch die Hochregulation von TLR3. Man kdénnte sich
vorstellen, dass Epithelzellen und Antigen-prasentierende Zellen durch IFN-f3 sensibilisiert
werden fiir dSSRNA. Die Induktion von TLR3 kénnte dem Organismus somit eine verbesserte

Abwehr gegen virale Infektionen ermdglichen.

5.3. Regulation des TLR4-Gens in Mensch und Maus

TLR4 ist der signalgebende Oberflachenrezeptor fiir LPS und wird hauptsédchlich auf
myeloischen Zellen (Monozyten, Makrophagen , DC und Granulozyten) exprimiert (Qureshi
et al., 1999). An TLR4-transgenen Méausen konnte gezeigt werden, dass die Expression von
TLR4 direkt mit der IL-6-Sekretion nach LPS-Stimulierung zusammenhingt (Kalis et al.,
2003). Die duch die transkriptionelle Regulation gesteuerte Expression korreliert mit der
Zytokinproduktion und bestimmt dadurch die Intensitit der Inmunantwort. Unter anderem
dieser Zusammenhang macht Untersuchungen zur Regulation dieses Rezeptors wichtig und

interessant.

Zu Beginn meiner Arbeit war die Struktur der beiden TLR4-Gene bereits definiert (Rehli et
al., 2000). Aufgrund der myelo-spezifischen Expression - TLR4-mRNA ist hauptsdchlich in
myeloischen Zellen und nur schwach in B-Zellen und in Endothelzellen zu finden (Muzio et
al., 2000; Rock et al., 1998) - wurden die regulatorischen Bereiche des TLR4-Gens in Mensch
und Maus definiert und die Faktoren analysiert, die eine Expression in Makrophagen
beeinflussen. Datenbankanalysen ergaben, dass die TLR4-Promotoren beider Spezies keine
TATA-Box, Konsensus-Initiatorsequenzen oder GC-reiche Regionen besitzen, Sequenzen,
die sonst typischerweise fiir die Einleitung der Transkription wichtig sind. Dafiir enthalten
beide Promotoren Elemente fiir Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie, wie die purinreiche
Sequenz 5°-GGAA-3" fiir PU.1. Der TLR4-Promotor des Menschen wird in Makrophagen
durch PU.1 und ICSBP reguliert (Rehli et al., 2000). Mittels Transfektionsanalysen und
Gelshiftassays konnte eine Regulation des TLR4 der Maus ebenfalls durch den Makrophagen-
spezifischen Transkriptionsfaktor PU.1 (McKercher et al., 1999) und durch ICSBP gezeigt
werden. PU.1 spielt allgemein eine wichtige Rolle bei der Expression myelo-spezifischer

Gene - das Vorkommen mehrerer PU.1-Sites erkldrt wahrscheinlich auch das spezifische
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Expressionsmuster des TLR4-Gens. Der humane TLR4-Rezeptor wird in der Milz und auf
peripheren Blutleukozyten exprimiert (Rock et al., 1998). In der Maus wird TLR4-Protein
hauptsédchlich in Lunge, Herz und Milz exprimiert, sowie, wenn auch in geringerem Mafe, in

Muskel, Leber und Niere (Qureshi et al., 1999).

Trotz des hohen Grads an Konservierung der regulatorischen Bereiche der TLR4-Gene beider
Spezies zeigten beide Promotoren in Transfektionsanalysen eine unterschiedliche Aktivitit.
Der humane TLR4-Promotor ist wesentlich aktiver als TLR4-Promotor der Maus. Um diesem
Phinomen nachzugehen und um die regulatorisch aktiven Bereiche im humanen und murinen
TLR4-Gen einzugrenzen, wurden ausgehend von dem humanen (-408 bp) und dem murinen
(-339 bp) Promotorkonstrukten Chimére konstruiert. Aufgrund der erst widerspriichlichen
Daten aus den Transfektionen der Chimére wurden die urspriinglich mittels der Methode der
"Primer-extension" festgelegten Transkriptionsstarts {iberpriift. Bei dieser Methode wurde an
mRNA mit Hilfe eines markierten Primers eine reverse Transkription durchfiihrt und dabei
das 5°-Ende definiert. Mit Hilfe der Methode der RLM-RACE wurden die Startpunkte
korrigiert. Der humane Transkriptionsstart verschob sich weiter in den 3 -Bereich, in
murinem TLR4-Gen gab es eine Verschiebung in die 5'-Region. Der urspriinglich fiir die
Primer-extension verwendete Primer lag 5° vom eigentlichen Startpunkt, was die
widerspriichlichen Ergebnisse beider Methoden erklért. Erst nach der Korrektur der
Transkriptionsstarts war eine sinnvolle Interpretation der Transfektionsergebnisse mit den

Chiméren moglich.

Polymerase I
PUI PU.1 >
hTLR4-Gen
=" |
Polyrmenase ||
> PU.1 PUL1
mTLR4-Gen

Eine Regulation des TLR4-Gens erfolgt im Menschen vor und in der

Maus hinter dem jeweiligen Transkriptionsstart

Im murinen TLR4-Gen sitzen die fiir die Promotoraktivitit wichtigen PU.1-Bindungsstellen

also unterhalb des Transkriptionsstarts in der transkribierten Sequenz. Dies ist fiir die
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Initiation der Transkription relativ ungiinstig und erklirt eventuell, weshalb der TLR4-
Promotor der Maus in Transfektionen wesentlich weniger Aktivitét zeigte als der humane
Promotor. Der murine TLR4-Promotor oberhalb des Transkriptionsstartpunktes umfasst nun
auBerdem einen kleineren Sequenzbereich als der humane und besitzt im 5'-Bereich viele
repetitive Elemente, was in der Regel bedeutet, dass dort keine Regulation stattfindet.

Fiir die starke Aktivitit des humanen TLR4-Promotors ist der 3"-Bereich wichtig, der trotz
hoher Homologie im Vergleich zur Maussequenz auch unterschiedliche Abschnitte aufweist.
So besitzt der humane TLR4-Promotor eine mogliche CCAAT-Box und ein GC-reiches,
mogliches Spl-Element. Diese Elemente waren in Transfektionen fiir die volle Aktivitat des
humanen Promotors notig. Sowohl tiber EMSA s mit Antikérpern gegen die
Transkriptionsfaktoren, die in Datenbankanalysen als mdglicherweise an den Promotor
bindend identifiziert wurden, als auch {iber Kompetitoranalyse konnten weder die bindenden
Faktoren noch ihr genauer Bindungsort bestimmt werden. Die Tatsache aber, dass beide
Promotoren unterschiedliche regulatorische Abschnitte besitzen, spricht dafiir, dass unter
anderem diese Elemente fiir eine unterschiedliche Regulation verantwortlich sind. Welche
Faktoren letztlich an diese Sequenz binden, muf3 in weiteren Untersuchungen noch geklart
werden.

Um zu testen, ob in Transfektionen in der Mauszellinie RAW264.7 die Promotorkonstrukte
denselben Start benutzen wie in in primédren Zellen, wurden auBlerdem die Startpunkte des
humanen und des murinen TLR4-Promotorkonstrukts in RAW264.7 bestimmt. Der
Transkriptionsstart des humanen TLR4-Konstrukts stimmte mit dem in Monozyten und
Makrophagen iiberein, woraus man schlieBen kann, dass die Region mit CCAAT-Box und
Sp1-Site den Start festlegen und dass die hohere Aktivitit des Promotors nicht auf spezifische
Faktoren in der jeweiligen Zellinie zuriickzufiihren sind, sondern auf die Struktur des
Promotors. Der TLR4-Startpunkt des transfizierten murinen Konstrukts verschob sich etwas
in 3"-Richtung. Es miissen somit noch weitere Elemente entweder weiter 5 oder 3" liegen, die
an der Initiation der Transkription beteiligt sind.

Letztlich ergibt sich aus diesen Resultaten, dass die regulatorischen Bereiche des TLR4-Gens
in Mensch und Maus zwar hoch konserviert sind, dass jedoch eine vollig unterschiedliche
Promotorarchitektur vorhanden ist. Dies begriindet sicherlich die unterschiedliche Aktivitat
der Promotoren in Transfektionen. Interessanterweise reagieren Mensch und Maus auch
unterschiedlich sensibel auf LPS. Wihrend der Mensch sehr empfindlich reagiert, kdnnen
Maiuse hohere Dosen an LPS tolerieren. In beiden Spezies ist die Erkennung von LPS von

TLR4 abhéngig (Ulevitch and Tobias, 1999; Poltorak et al., 1998). Humane und murine
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TLR4-mRNA werden auch unterschiedlich durch LPS induziert. In humanen Zellen wird
TLR4-mRNA hochreguliert (Muzio et al., 2000), in der Maus dagegen wird TLR4-mRNA
nach LPS-Gabe herunterreguliert (Poltorak et al., 1998; Matsuguchi et al., 2000). Auch in
eigenen Experimenten hat sich dies bestitigt. Der Grund fiir diese unterschiedliche Induktion
liegt vermutlich in einer post-transkriptionellen Destabilisierung der TLR4-mRNA der Maus

nach LPS-Gabe (Fan et al., 2002).

Zusétzlich zu den Unterschieden in der Transkription gibt es also auch Unterschiede in der
post-transkriptionellen Regulation beider TLR4-Gene. In Zukunft sollen die Mechanismen
der TLR4-Regulation in beiden Spezies weiter untersucht werden. Moglicherweise lassen sich
die unterschiedlichen Reaktionen von Mensch und Maus auf LPS durch die Unterschiede in

der Regulation beider Rezeptoren erkléren.
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6. Zusammenfassung

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Transmembranproteine, die sowohl fiir die angeborene als
auch fiir die erworbene Immunantwort eine wichtige Rolle spielen. Diese Dissertation
beschéftigt sich mit der Regulation von drei TLR-Genen in mononukledren Phagozyten des
Menschen und der Maus. Es wurden hauptsichlich die genomischen Strukturen und
regulatorischen Bereiche, die sogenannten proximalen Promotoren definiert und regulierende
Faktoren identifiziert, die sowohl bei der Regulation der basalen als auch der induzierten

Expression des TLR2, TLR3 und TLR4 eine wichtige Rolle spielen.

Zur Charakterisierung der regulatorischen Sequenz des humanen TLR2-Gens wurden
Transkriptionsstartpunkte definiert und mittels Datenbankanalysen die Genstruktur ermittelt.
Anhand von Monozyten mRNA wurden alternative Spleilvorgénge in Exon II detektiert,
welche zu unterschiedlichen Isoformen der TLR2-mRNA fiihren. Der 5°-regulatorische
Bereich des humanen TLR2-Gens wurde festgelegt und in Reporteranalysen weiter
charakterisiert. Der proximale Promotor umfasst einen Bereich von 220 bp vor dem
Transkriptionsstart. Da der humane TLR2-Promotor in einer CpG-Insel liegt, wurden
Methylierungsuntersuchungen durchgefiihrt. Eine gewebespezifische Methylierung des
Promotors war jedoch nicht festzustellen. Anhand von Mutationsanalysen, Gelshiftassays und
Kotransfektionen konnte eine wichtige Rolle der Transkriptionsfaktoren Sp1 und PU.1 fiir die
Expression von TLR2 in mononukledren Phagozyten nachgewiesen werden. Eine LPS-
Aktivierung von humanen Monozyten fiihrte, anders als in Makrophagen der Maus, zu keiner
Induktion von TLR2-mRNA. Eine Hochregulation der humanen TLR2-mRNA nach 3 h war
auf die Adhérenz der Zellen an die Plastikschale zuriickzufiihren und nicht auf eine

Stimulation mit LPS.

Die Regulation von TLR3 wurde in mononukledren Phagozyten aus Mensch und Maus
untersucht. Anhand semiquantitativer PCR wurde in einem direkten Vergleich der TLR3-
Expression beider Spezies eine zelltypspezifische Expression festgestellt. TLR3-mRNA des
Menschen kommt spezifisch auf dendritischen Zellen vor, TLR3-mRNA der Maus wird
hauptsichlich auf Makrophagen exprimiert. Induktionsanalysen ergaben, dass TLR3-mRNA
in beiden Spezies durch IFN-f induziert wird. Die Genstrukturen von humanen und murinen
TLR3 wurden ermittelt und anhand von Transfektionsanalysen wurden die regulatorischen

Bereiche des TLR3-Gens beider Spezies definiert und charakterisiert. Die Struktur der TLR3-
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Promotoren hinsichtlich Architektur und méglicher Bindungsstellen von
Transkriptionsfaktoren ist in beiden Spezies unterschiedlich, es befinden sich jedoch sowohl
in humanen als auch in murinen TLR3-Promotor IFN-regulierte Elemente. Mutationsstudien,
Gelshifts und Kotransfektionen ergaben, dass IRF1 und IRF2 die Expression des TLR3-Gens
in Mensch und Maus regulieren. Anhand von Knockout-Mausen konnte geklart werden, dass
die Induktion von TLR3-mRNA in der Maus {iber den Jak-STAT-IRF-Signalweg verlauft.
Die Hochregulation von TLR3-mRNA der Maus durch LPS wird iiber autokrines IFN-f3
vermittelt. Im Menschen wird TLR3-mRNA durch LPS nicht induziert und in mit LPS
vorstimulierten DC blieb eine durch IFN-f3 induzierte Hochregulation von TLR3-mRNA aus.
Es bleibt noch zu klédren, welche Faktoren durch LPS induziert werden, die eine negative

Regulation von humanen TLR3-mRNA erkléren.

Die Genstrukturen und 5°-Bereiche des TLR4-Gens in Mensch und Maus waren von unserer
Arbeitsgruppe bereits identifiziert und mittels Reporteranalysen wurden der humane und
murine proximale TLR4-Promotor weiter charakterisiert und miteinander verglichen. Den
Transkriptionsfaktoren PU.1 und ICSBP konnte anhand von Mutationsassays und Gelshifts
eine wichtige Rolle bei der Regulation des TLR4-Gens sowohl in Mensch als auch in Maus
nachgewiesen werden. Der humane TLR4-Promotor war in Transfektionen trotz eines hohen
Konservierungsgrades wesentlich aktiver ist als der murine TLR4-Promotor. Um die
regulatorischen Bereiche zu charakterisieren, die fiir die unterschiedliche Aktivitét
verantwortlich sind, wurden Reporteranalysen mit chimiren Konstrukten aus humanen und
murinen TLR4-Promotor durchgefiihrt. Die stirkere Aktivitdt des humanen TLR4-Promotors
wurde vor allem durch Bereiche unterhalb der konservierten PU.1/ICSBP-Site vermittelt, die
den humanen Transkriptionsstart enthalten. Das humane und murine TLR4-Gen besitzen
durch die unterschiedliche Lage der Transkriptionsstartpunkte eine unterschiedliche
Promotorarchitektur. In nachfolgenden Untersuchungen sollen die regulatorischen Sequenzen

des TLR4-Gens in Mensch und Maus weiter charakterisiert werden.

Alle drei orthologen TLRs weisen im kodierenden Bereich ihrer Genstruktur zwischen
Mensch und Maus groBe Ahnlichkeit auf, im regulatorischen Bereich dagegen sind sie zum
Teil sehr verschieden. Die beobachteten Unterschiede in der Expression von TLR2, 3 und 4 in
Mensch und Maus lassen sich wahrscheinlich auf die unterschiedlichen regulatorischen
Sequenzen zurlickfiihren. Es bleibt zu kldren, ob diese unterschiedliche Regulation die von

entsprechenden TLR-Agonisten ausgeldsten Immunantworten in beiden Spezies beeinflusst.
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