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1. Einleitung

1.1. Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (CED)

Unter dem Begriff der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) werden
rezidivierend verlaufende, chronische Entzindungen des Gastrointestinaltraktes
zusammengefasst. Die beiden Hauptformen der CED sind Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa. Beide Erkrankungen werden anhand von klinischen, histologischen,
labordiagnostischen, endoskopischen und radiologischen Untersuchungen empirisch
definiert und diagnostiziert [3, 188]. Dabei Uberschneiden sich Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa in ihrer Symptomatik und sind oft schwer zu differenzieren und zu

diagnostizieren.

CED treten vermehrt zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr auf, wobei die Pravalenz
ansteigend ist, da immer mehr junge Menschen und auch Kinder haufiger betroffen
sind. Weltweit sind ca. 0,1-1% der Bevolkerung an CED erkrankt [35, 84, 105].
Sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Colitis ulcerosa kommt es zu familiar
gehauften Erkrankungen, so dass von einer genetischen Pradisposition
ausgegangen wird [126, 173].

Obwohl Colitis ulcerosa schon im 19. Jahrhundert und Morbus Crohn 1932 erstmals
beschrieben wurden, ist die Atio-Pathogenese von CED noch nicht eindeutig geklart
und eine Heilung bislang nicht mdglich. Daher ist die Erforschung mdglicher
molekularer Mechanismen, die CED verursachen oder stimulieren ("triggern")
kdnnen, wichtig, um zur Entwicklung neuer Therapien beizutragen. Nach dem
heutigen Wissensstand kommt es bei einer CED in einem genetisch pradisponierten
Individuum zu einer fehlerhaften, hyperaktiven Reaktion des mukosalen
Immunsystems auf lumenale Bakterien der kommensalen Mikroflora. Zusatzlich wird
von triggernden Einflissen von Umweltfaktoren, wie z.B. Ernahrung, Hygiene oder

psychologischen Faktoren, ausgegangen [188].

In ihren Krankheitsbildern sind sich Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ahnlich.
Morbus Crohn wird meistens mit einer segmentalen, transmuralen Entzindung
beschrieben, so dass sich entziindete Darmabschnitte mit gesunden abwechseln.
Dabei kann der gesamte Gastrointestinaltrakt betroffen sein. Das terminale lleum ist
oft beteiligt und die ersten mukosalen Lasionen treten in den Peyer-Plaques auf.

Pathologisch zeigen sich Aggregate von Makrophagen, die typischerweise
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Granulome bilden kénnen [188]. Die Hauptmerkmale einer Colitis ulcerosa beinhalten
eine diffuse mukosale Entzindung, die sich vom Rektum nach proximal kontinuierlich
ausbreitet und nur das Colon betrifft. Zusammen mit einer schweren Entzindung und
der Produktion vieler Entzindungsmediatoren bilden sich ausgebreitete,
oberflachliche mukosale Ulzerationen (Wunden). In der Histologie sind Infiltrate von
neutrophilen Granulozyten in der Lamina Propria und den Krypten sichtbar und
bilden sogenannte Kryptenabzesse. Zusatzlich wird ein Mangel an Mucinen, die in
Becherzellen gebildet werden konnen, beobachtet [188]. Der langwierige
Krankheitsverlauf beider Erkrankungen ist individuell unterschiedlich, von akut bis
chronisch und beinhaltet akute, schubweise auftretende Phasen schwerer
Entzindungen. Seltene Komplikationen koénnen lebensbedrohlich sein (z.B.
toxisches Megacolon bei Colitis ulcerosa). CED-Patienten mussen dementsprechend
langwierig medikamentds behandelt werden, wobei die Therapie meist aus anti-
inflammatorischen, immunsupprimierenden und immunmodulierenden Medikamenten
besteht [120].

Im letzten Jahrzehnt wurden bedeutende Fortschritte durch genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) in der Aufklarung der Pathogenese der CED gemacht.
In diesen wurden einige Gene und Chromosomenabschnitte identifiziert, die mit CED
signifikant assoziiert sind. Hierbei handelt es sich hauptsachlich um Gene der
angeborenen und adaptiven Immunitat, Barrierefunktion, Autophagie und
Phagozytose [3, 45, 72, 146, 188]. Mutationen in NOD2 (“Nucleotide-binding
oligomerization domain 2") (auch CARD15 ("Caspase Recruitment Domain 15") bzw.
IBD1 (“Inflammatory Bowel Disease 1") genannt), IL23R (Interleukin-23 Rezeptor)
und in dem Autophagie-Gen ATG16L ("Autophagy-related 16-like”) stellen dabei
derzeit die wichtigsten Risikofaktoren fir Morbus Crohn dar [45, 72, 79, 125]. Fur
Colitis ulcerosa wurden vor Kurzem in einer GWAS in einem europaischen Kollektiv
mit ca. 2700 Colitis ulcerosa-Patienten und ca. 6800 Gesundkontrollen mehr als 30
Sukzeptibilitatsloci identifiziert. Hierbei waren auch Gene, die in der angeborenen

und adaptiven Immunitat Hauptregulationsfunktionen besitzen [116].

Insgesamt ist das Krankheitsbild der CED heterogen, so dass nicht alle Patienten
Mutationen in den Sukzeptibilitatsgenen aufweisen. Diese Heterogenitat legt nahe,
dass es verschiedene CED-Patientensubgruppen mit unterschiedlichen Geno- und
Phanotypen gibt. Nach den breit angelegten GWAS mussen nun prazisere Analysen

von Patientensubgruppen und -subphanotypen folgen. Diese Untersuchungen
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konnten auch zu der Entwicklung von besseren, auf den Geno- und Phanotyp

abgestimmten, Therapien fuhren.

Die Funktion der bisher identifizierten Risikogene ist bislang weitestgehend unklar,
und es wird die Aufgabe der nachsten Jahren sein, die molekularen und
zellbiologischen Auswirkungen dieser Mutationen aufzuklaren. Es wird davon
ausgegangen, dass noch viel mehr Gene, bzw. ihre Varianten an der Entstehung von
CED beteiligt sind, bzw. den Krankheitsverlauf interaktiv und komplex modulieren,
die in den GWAS bisher nicht identifiziert wurden.
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Abb.1.1. Modell zur CED-Pathogenese, entnommen aus [188]. Intestinale Entziindungen in CED
("IBD") resultieren aus einer fehlerhaften, hyperaktiven Reaktion des mukosalen Immunsystems auf
lumenale Bakterien der kommensalen Mikroflora ("Microbes”) in einem genetisch pradisponierten
Individuum. Dabei tragen Umweltfaktoren ("environmental factors”), und/oder genetische Faktoren des
CED-Patienten ("Host factors"), sog. Risikogene ("Replicated Crohn's disease loci", "Additional
replication required”) zur fehlerhaften Aktivierung des angeborenen und adaptiven Immunsystems
("Innate and adaptive immunity"”) und zur Schwachung der Barrierefunktion des intestinalen Epithels
bzw. der Mukosa bei ("Barrier function").
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Zusatzlich zur genetischen Pradisposition gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass
das dynamische Gleichgewicht zwischen kommensaler Mikroflora und den
Abwehrmechanismen des Immunsystems der mukosalen Barriere eine
entscheidende Rolle in der Entstehung und Pathogenese von CED spielt. In CED-
Patienten scheint die kommensale Mikroflora anders zusammengesetzt zu sein [41,
161, 165]. Studien mit verschiedenen genetisch-veranderten Mausstammen belegen
den proinflammatorischen Einfluss der residenten Mikroflora [48, 151]. Im
gnotobiotischen (keimfreien) Zustand entwickelten einige Mausstamme keine Colitis.
Sobald die Mause allerdings mit bestimmten Bakterien, die unter normalen
Haltungsbedingungen in der kommensalen Mikroflora vorkommen, rekonstituiert
wurden, entwickelten sie eine Colitis [48, 151]. Allerdings ist auch uber die Mikroflora
und ihre Zusammensetzung noch vieles unbekannt und muss in zukunftigen Studien

geklart werden [67].

CED werden vor allem in verschiedenen Maus-Colitismodellen zur Zeit erforscht, die
allerdings nur bedingt bzw. in Teilaspekten auf den Menschen Ubertragbar sind. Das
Dextran-Sodium-Sulfat (DSS-)-Modell z.B. 16st eine chemisch bedingte Verletzung

aus, die sekundar zur Entzindung der Darmmukosa fuhrt [186].

1.2. Toll-like Rezeptoren (TLR)

U

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind eine Klasse von "Pattern Recognition Receptors"
(PRRs), die konservierte pathogene Strukturen erkennen. Urspringlich wurde das
Toll-Protein in der Taufliege Drosophila melanogaster als essentielles Protein fur die
Entwicklung der embryonalen dorsoventralen Polarisation entdeckt [9]. Spater wurde
die Bedeutung von Toll in der adulten Taufliege fur die Immunantwort der Fliege bei
Pilzinfektionen gezeigt [103]. Kurz darauf wurden Toll-Homologe in Saugetieren
identifiziert, die Toll-like Rezeptoren [117, 147]. Im Menschen stellen TLRs ein

Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitat dar [117].

Bis heute wurden 13 Toll-Homologe in Saugetieren identifiziert. Im Menschen sind 10
TLRs und in der Maus 12 TLRs funktionell [17, 25, 89, 130]. TLRs sind Typ I-Integral-
Membran-Proteine, die aus drei Domanen bestehen: einer grof3en, divergenten
extrazellularen Domane, die aus 19-25 Leucin-reichen Motiven ("leucine rich repeats”
LRR) zur Ligandenbindung besteht, einer kurzen Transmembrandomane und der

hochkonservierten intrazellularen Toll-Interleukin-1 (IL-1)-Rezeptor-Domane (TIR-
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Domane) fur die Signaltransduktion [189]. Die TIR-Domane ist essentiell fur die
Interaktion zwischen homo- und heterodimerisierten TLR-Untereinheiten und fur die
Rekrutierung zytoplasmatischer Adaptorproteine. Bislang wurden 5 Adaptormolekule
beschrieben: MyD88 ("Myeloid differentiation primary response gene 88"), Mal
("MyD88 adaptor like"), auch TIRAP ("TIR domain containing adaptor protein")
genannt, TRIF ("TIR domain containing adaptor protein inducing Interferon-3"),
TRAM ("TRIF related adaptor molecule”) und der negative Regulator SARM (“Sterile-
a- and armadillo-motif-containing protein”) [34, 54, 55, 76, 78, 87, 118, 128, 192,
193].

Jeder TLR hat seine spezifischen Liganden und damit eine eigene Aufgabe in der
Erkennung pathogener Strukturen und der Einleitung der entsprechenden
Immunantwort [25, 89, 130]. Als Homo- bzw. Heterodimere oder zusammen mit
anderen Korezeptoren erkennen TLRs verschiedene mikrobielle Komponenten, wie
z.B. Lipide, Lipoproteine, Proteine und Nukleinsauren, die aus Bakterien, Viren und

Pilzen stammen kénnen [25, 89, 130].
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Abb.1.2. TLRs und ihre Liganden, entnommen aus [88]. TLR2 bildet mit TLR1 oder TLR6
Heterodimere und kann so zwischen di- und triacetylierten Lipopeptiden ("Diacyl lipopeptide","Triacyl
lipopeptide”) unterscheiden. TLR3 bindet doppelstrangige RNA ("dsRNA"), wahrend TLR4 LPS
erkennt. Die Liganden der intrazellularen TLR7 und 8 sind Imidazoquinoline und einzelstrangige RNA
("Imidazoquinolines”, "ssRNA") und von TLR9 virale DNA und parasitare Produkte ("CpG DNA",
"Hemozoin"). TLR5 erkennt Flagellin und TLR11 profilin-ahnliche Proteine und uropathogene
Bakterien ("Profilin-like protein", "Uropathogenic bacteria"). Uber die Adaptorproteine ("adapters”) fiihrt
die Ligandenbindung in der weiteren Signaltransduktion zur Bildung von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen ("inflammatory cytokines") und Interferonen (“Type I IFN").
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TLRs werden auf vielen Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
exprimiert sowie auch auf epithelialen und endothelialen Zellen im Darm [25].
Aufgrund ihrer zellularen Lokalisation lassen sich TLRs in zwei Gruppen einteilen.
Wahrend TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR11 an der Zelloberflache
lokalisiert sind und hauptsachlich mikrobielle Membranbestandteile wie Lipide,
Lipoproteine und Proteine erkennen, befinden sich TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 an
den Membranen intrazellularer Kompartimente, wie des Endoplasmatischen
Retikulums (ER), Endosomen, Lysosomen und Endolysosomen. Diese intrazellularen

TLRs erkennen bakterielle oder virale Nukleinsauren [25, 89, 130].

TLR2 ist der TLR, der die groRte Vielfalt an pathogen-assoziierten molekularen
Strukturen ("pathogen-associated molecular patterns”; PAMPs) erkennt. Diese
umfassen u.a. bakterielle Lipopeptide, Peptidoglykane, Lipoteichonsaure aus gram-
positiven Bakterien, Lipoarabinomannan aus Mykobakterien und Zymosan aus Pilzen
[89]. Dieses breite Spektrum an PAMPs lasst sich wahrscheinlich dadurch erklaren,
dass TLR2 fur eine erfolgreiche Ligandbindung und Signaltransduktion Heterodimere
mit TLR1 oder TLR6 bildet. Dabei erkennen die beiden Heterodimere
unterschiedliche Lipopeptide. Das TLR2/TLR1-Heterodimer erkennt triacetylierte
Lipopeptide aus gram-negativen Bakterien und Mykoplasmen [167], wahrend das
TLR2/TLR6-Heterodimer diacetylierte Lipopeptide aus gram-positiven Bakterien und
Mykoplasmen bindet [166]. Ein Beispiel fur ein triacetyliertes Lipopeptid ist der
synthetisch hergestellte TLR2-Ligand Pam3;CySK4 (PCSK).

Fur die Erkennung und Bindung seines spezifischen Liganden Lipopolysaccharid
(LPS) bendétigt TLR4 die drei Korezeptoren LBP (“LPS-binding protein”), CD14 und
MD-2 ("Myeloid differentiation factor-2"). LBP ist ein Akut-Phase-Protein im Plasma
und bindet zunachst LPS. Der LBP-LPS-Komplex lagert sich dann an den
membrangebundenen oder auch ldslichen CD14-Rezeptor an [17, 89, 130]. Die
Bindung dieses LBP-LPS-CD14-Komplexes fuhrt zur Assoziation mit dem TLR4/MD-
2-Komplex auf der Zelloberflache und zur Dimerisierung und Aktivierung von TLR4.

Die beiden TLR2-Heterodimere TLR2/TLR1 und TLR2/TLR6 bendtigen nach der
Ligandenbindung die Adaptormolekile MyD88 und/oder Mal (TIRAP) fur die
Signaltransduktion in die Zelle [25, 89, 130]. TLR4 hingegen aktiviert sowohl den
MyD88-abhangigen als auch den TRIF-abhangigen, MyD88-unabhangigen
Signalweg. Im MyD88-abhangigen Signalweg rekrutiert MyD88 die Serin/Threonin-

Kinasen der IRAK ("Interleukin-1-receptor-associated-kinase")-Familie. Uber die
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Interaktion von IRAK mit TRAF6 ("Tumor-Necrosis-Factor-associated factor 6") wird
anschlielend IkB ("Inhibitor kB") degradiert und der Transkriptionsfaktor NF-kB
("Nuclear Factor-kB") in den Zellkern transloziert. Gleichzeitig werden die MAPK
("mitogen-activated protein kinase")-Kinasen Erk1 ("extracellular signal-regulated
kinase"1), Erk2, p38 und Jnk ("c-Jun N-terminal kinase") durch Phosphorylierung
aktiviert, was wiederum andere Transkriptionsfaktoren wie AP-1 ("activator protein
1") und IP-10 (“Interferon-y-inducible Protein of 10kDa") aktiviert.

Endosome TLR3

Cytoplasm

Nucleus

Abb.1.3. TLR-Signalweg, entnommen aus [88]. TLR4 aktiviert den MyD88-abhangigen und TRIF-
abhangigen, MyD88-unabhangigen Signalweg, wahrend TLR3 aus dem Endosom ("“Endosome”) nur
den TRIF-abhangigen Signalweg aktiviert. Im MyD88-abhangigen Signalweg rekrutiert MyD88 IRAK
und Uber die Interaktion mit TRAF6 wird anschliefend IkB degradiert und der Transkriptionsfaktor NF-
kKB aus dem Zytoplasma ("Cytoplasm”) in den Zellkern ("Nucleus”) transloziert. Gleichzeitig werden
MAPKSs durch Phosphorylierung aktiviert, was wiederum den Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert. Dies
fuhrt zur Transkription vieler Gene, die pro- und anti-inflammatorische Zytokine und Chemokine
kodieren ("Inflammtory cytokines”). Die Aktivierung des TRIF-abhangigen Signalwegs fuhrt tber die
Bildung eines groRen Signalkomplexes mit vielen Proteinen zur Translokation des Transkriptionsfaktor
IRF3, was zur Transkription von IFN- und IFN-induzierten Genen fihrt (“Type I Interferon”).
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Die Aktivierung des MyD88-abhangigen Signalwegs flhrt zur Transkription vieler
Gene, die pro- und anti-inflammatorische Zytokine und Chemokine kodieren und zur
Induktion kostimulatorischer Molekule. Diese sind z.B. TNFa ("Tumor Necrosis
Factor a"), IL-163 ("Interleukin-18"), IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12. Die Aktivierung des
TRIF-abhangigen Signalwegs fuhrt Uber die Bildung eines grof3en Signalkomplexes
mit vielen Proteinen zur Aktivierung des NF-kB- und auch MAPK-Signalwegs.
Zusatzlich wird der Transkriptionsfaktor IRF3 (“Interferon-regulatory factor 3")
aktiviert, was zur Transkription von IFN-3 ("Interferon-8") und IFN-induzierten Genen
fuhrt [25, 89, 130].

1.2.1. TLR-Polymorphismen

Genetische Mutationen in PRRs konnen die Reaktion des Immunsystems auf
pathogene Keime und im Gastrointestinaltrakt auch auf die kommensale Mikroflora
verandern. Diese Variationen konnen zum Beispiel in Form eines Einzel-Basen-
Austausches oder Substitution, im Englischen ein sog. "Single Nucleotide
Polymorphism” (SNP) vorliegen. Solche inter-individuellen Variationen treten in ca.
0,1% des menschlichen Genoms (ca. 3 Millionen Nukleotide) auf und haben in den
meisten Fallen keine direkten Auswirkungen. SNPs stellen ca. 90% der genetischen
Varianten im humanen Genom dar und haben eine Frequenz von Uber 1% in der
Bevolkerung. Dabei ist ihre Verteilung nicht gleichmalig, sondern meist
populationsabhangig [2].

In den letzten Jahren wurden in TLRs Polymorphismen identifiziert, die die zellulare
Immunantwort und Zytokinproduktion in vitro verandern. Zusatzlich geben genetische
Studien Hinweise darauf, dass bestimmte TLR-Polymorphismen mit der
Sukzeptibilitat fir diverse Immunerkrankungen assoziiert sind. Allerdings ist keiner
dieser TLR-Polymorphismen in den kurzlich veroffentichten GWAS zu CED
gefunden worden [31]. Dies hangt wahrscheinlich mit dem Design der GWAS
zusammen, da in diesen Studien die untersuchte Population nicht weiter unterteilt
wird. Wirde man in diesen Studien weitere Subgruppierungen des
Patientenkollektivs vornehmen, so kdonnten mdoglicherweise weitere Assoziationen

identifiziert werden.

Fir TLR2 wird vor allem ein Polymorphismus beschrieben, der TLR2-R753Q-

Polymorphismus. Im mutierten TLR2-R753Q findet an der Aminosaurenposition 753
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eine Transition von Arginin zu Glutamin durch den SNP statt [106]. Die Aminosaure
753 liegt in der extrazellularen Domane von TLR2, die exakten Auswirkungen des
Aminosaurenaustausches auf die Struktur und Signaltransduktion des Rezeptors
sind allerdings noch nicht bekannt. Bislang fehlt die Kristallstruktur des TLR2-R753Q-
Proteins, es wird aber vermutet, dass die Tertiarstruktur des Rezeptors gestort ist
und die Ligandenbindung beeintrachtigt ist [106]. In der westlich-kaukasischen
Bevolkerung sind ca. 3-10% heterozygot fur den TLR2-R753Q-Polymorphismus [106,
154]. Vor Kurzem wurde die R753Q-Variante des TLR2-Gens mit einem besonders
schweren Phanotyp der Colitis ulcerosa, der sog. Pancolitis, in einer belgischen
Studie assoziiert [134]. Die molekularen und funktionellen Mechanismen, die zur
Auspragung dieses Phanotyps durch die TLR2-R753Q-Mutation fuhren, sind noch
ganzlich unbekannt. Als ein weiterer Polymorphismus wurde der TLR1-R80T-
Polymorphismus mit einem erhodhten Risiko fur Colitis ulcerosa assoziiert [134],

wobei auch hier die molekularen Mechanismen unbekannt sind.

Auch fur TLR4 sind genetische Variationen beschrieben worden, der TLR4-D299G-
und der TLR4-T399I-Polymorphismus. Beim TLR4-D299G-SNP wird an der
Aminosaurenpositionen 299 Asparaginsaure in Glycin ausgetauscht und beim TLR4-
T399I-SNP Threonin in Isoleucin an Position 399. In der europaisch-kaukasischen

Bevolkerung liegen beide TLR4-Varianten mit einer Frequenz von ca. 6-10% vor [90].

Beide Polymorphismen liegen in der extrazellularen Domane des Rezeptors und
konnten so moglicherweise zu einer Konformationsanderung des Rezeptors flhren
[143]. Dementsprechend kdnnte auch hier die Bindungsaffinitat von Liganden oder
Korezeptoren niedriger sein [143]. In-vitro-Daten deuten darauf hin, dass die TLR4-
D299G-Mutation die Rezeptorfunktion nach LPS-Stimulation hemmt [11]. Dabei
scheint allerdings der LPS-Serotyp eine entscheidende Rolle zu spielen. In einer
Studie mit humanen, primaren mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut
(PBMC) mit der TLR4-D299G-Mutation konnte gezeigt werden, dass nach
Stimulation mit Salmonella-typhimurium-LPS die Produktion von IL-12p70 induziert
wurde und IkBa in geringen Mengen phosphoryliert wurde. Im Gegensatz dazu
zeigte die Stimulation mit Escherichia-coli-LPS in PBMC mit der TLR4-D299G-
Mutation keinen Effekt [108].

Das TLR4-Gen ist auf Chromosom 9 (q32-33) lokalisiert [147], einer Region, in der
auch Sukzeptibilitatsloci fir Morbus Crohn gefunden wurden [37]. Der TLR4-D299G-
Polymorphismus konnte dementsprechend in verschiedenen Studien sowohl mit
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Morbus Crohn als auch mit Colitis ulcerosa assoziiert werden [20, 43, 57] - der TLR4-
T399I-Polymorphismus dagegen nur in vereinzelten Populationen [157]. Auch bei
diesen beiden Polymorphismen sind die molekularen Mechanismen und funktionellen
Effekte in der intestinalen Mukosa und bei CED bisher nicht geklart.

1.3. Das mukosale Immunsystem

Das Immunsystem lasst sich in verschiedene Kompartimente aufteilen, die jeweils an
die Antigene, die in einem bestimmten Gewebe vorliegen, angepasst sind. Das
mukosale Immunsystem bildet den grofdten Teil der Immungewebe im menschlichen
Kérper und umfasst % aller Lymphozyten. Zum mukosalen Immunsystem gehoéren
der Gastrointestinaltrakt, die oberen und unteren Atemwege, sowie der
Urogenitaltrakt und die exokrinen Drusen, wie das Pankreas, die Bindehaut, die
Tranendrusen der Augen, die Speicheldrisen und die Milchdrisen der Brust [109,
123]. Aufgrund ihrer physiologischen Funktionen sind die Schleimhautoberflachen
des Gastrointestinaltraktes permeable Barrieren zum Inneren des Korpers und
mussen deshalb wirksame Abwehrmechanismen, die vor einer Invasion von
Pathogenen schutzen, besitzen. Hierbei ist allerdings ein grofder Teil der
eindringenden Fremdantigene nicht pathogen, so dass diese Barriere zusatzlich
zwischen schadlichen Krankheitserregern und kommensalen Bakterien oder auch
Antigenen z.B. aus der Nahrung unterscheiden muss. Die kommensale Mikroflora
des Dickdarms umfasst mindestens 1000 Spezies von Mikroorganismen, so dass

dort eine Dichte von 10" Organismen pro Milliliter vorherrscht [123].

Das mukosale Immunsystem kommt im Vergleich zum systemischen Immunsystem
in den anderen Bereichen des Korpers wesentlich haufiger in Kontakt mit Antigenen
und hat deshalb besondere Eigenschaften. In den Schleimhauten sind selbst ohne
Infektion zahlreiche aktivierte Zellen, wie unspezifisch aktivierte Effektorzellen und
regulatorische Zellen und Gedachtniszellen, zu finden [109, 123]. Durch aktives
Blockieren von Immunantworten wird eine immunregulatorische Umgebung von
inhibitorischen  Makrophagen und toleranzauslosenden dendritischen Zellen

aufrechterhalten.

Das groRte Kompartiment des mukosalen Immunsystems ist das darmassoziierte
lymphatische Gewebe (“gut associated lymphoid tissue" GALT). Die Schleimhaut des

Darms besteht aus Villi und Krypten, die von einer dunnen Epithelschicht bedeckt
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sind. Unter dem Epithel liegt eine Schicht aus Bindegewebe, die Lamina Propria.
Immunzellen wie Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen kommen im
gesamten Darmtrakt vor, entweder in den organisierten Geweben (GALT) oder
verstreut Uber das Epithel und in der Lamina Propria. Diese Effektorzellen kommen
auch im gesunden Darmgewebe in einer gro3en Anzahl vor [109, 123]. Dabei
unterscheiden sich das Epithel und die darunter liegende Lamina Propria deutlich in
der Zusammensetzung der Zellen. Das Epithel enthalt neben den vier Arten von
Epithelzellen vor allem Lymphozyten, die als intraepitheliale Zellen bezeichnet
werden. Im Gegensatz dazu ist die Lamina Propria viel heterogener mit
Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen, dendritischen Zellen und wenigen
eosinophilen Zellen und Mastzellen. Neutrophile Granulozyten sind im gesunden
Darm selten, bei Entzindungen oder Infektionen nimmt ihre Zahl allerdings schnell
zu [109, 123].

Die gesunde Darmschleimhaut zeigt also viele Merkmale einer unterschwelligen
chronischen Entzundung, die klinisch keine erkennbaren Symptome ausldst. Dies
lasst darauf schlieRen, dass es strenge regulatorische und Toleranz-Mechanismen
gibt, die im gesunden Darm verhindern, dass lokale Immunreaktionen aufler

Kontrolle geraten [109].

1.4. Das intestinale Epithel

Das intestinale Epithel bildet als mechanische und auch immunologische Barriere die
Frontlinie des mukosalen Immunsystems. Dabei bildet es eine Schutzbarriere
zwischen Mikroben und zahlreichen Substanzen des Darmlumens, wie
Nahrungsantigenen und Verdauungsenzymen, und den Effektorzellen des
Immunsystems in der Lamina Propria und deren Produkten, wie Zytokinen,
Wachstums- und Gerinnungsfaktoren [172]. Gleichzeitig ist das Darmepithel
allerdings auch fur die Resorption hydrolysierter Nahrstoffe verantwortlich. Dies zeigt
das komplexe Aufgabengebiet der intestinalen Epithelzellen (IEC). Einerseits missen
IEC pathogene Keime erkennen, ausschliel3en und beseitigen, andererseits missen
sie Nahrstoffe und ungefahrliche Bakterien der kommensalen Mikroflora durchlassen,

ohne eine Immunantwort gegen diese zu initiileren [25, 172].

Fir die effiziente Ausubung der Immunantworten gegen pathogene Substanzen ist

die Aufrechterhaltung der mechanischen Intaktheit der Epithelbarriere von



1. Einleitung 32

entscheidender Bedeutung. Innerhalb von 48-96 Stunden kommt es unter
physiologischen Bedingungen zu einer vollstandigen Erneuerung des Darmepithels.
Dies ist von entscheidender Bedeutung fur eine effiziente Regenerierung des
Epithels nach Verletzungen [135, 137].
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Abb.1.4. Aufbau des intestinalen Epithels, entnommen aus [140]. Das intestinale Epithel besteht
aus Villi ("Villus") und Krypten ("Crypt”). In den Krypten sitzen unreife, undifferenzierte Stammzellen
("stem cell"), die eine hohe Mitosekapazitat ("Mitotic renewal”) besitzen. Nach Teilung der Stammzelle
differenziert die Tochterzelle auf der Wanderung in die Spitze des Villus schrittweise (ber
verschiedene Vorlauferzellen (“proliferative progenitor") zu einem der 4 verschiedenen Zelltypen des
Darmepithels, den Becherzellen ("Goblet cells"), enteroendokrinen Zellen (“Enteroendocrine cells”),
Enterozyten ("Absorptive epithelial cells”) oder Paneth-Koérnerzellen ("Paneth cells”) aus. An der
Villusspitze kommt es dann zur Apoptose und Ablésung der Zellen (“Cell shedding”).

Die Epitheloberflache bildet mit den sogenannten Villi Ausstulpungen, deren tiefe
Zwischenraume Krypten genannt werden. In diesen Krypten sitzen unreife,
undifferenzierte Stammzellen, die eine hohe Mitosekapazitat besitzen [144]. Nach
Teilung der Stammzelle differenziert die Tochterzelle auf der Wanderung in die
Spitze der Villi schrittweise zu einem der 4 verschiedenen Zelltypen des
Darmepithels aus. Diese sind Enterozyten, Becherzellen, enteroendokrine Zellen und
Paneth-Kornerzellen. Neben den Stammzellen zur Zellerneuerung befinden sich in

den Krypten auch Paneth-Kornerzellen. Diese sekretieren vor allem Lysozyme, die
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Bakterien lysieren kdnnen und Defensine, die antibakteriell wirken [155]. Die Villi
bestehen hauptsachlich aus Enterozyten. Zwischen den Enterozyten liegen
Becherzellen, die durch Exozytose Mucine ausschutten konnen [111]. Dieser Mucus
kann Bakterien einhullen und so eine Interaktion der Bakterien mit den Epithelzellen
und eine Infektion verhindern. Enteroendokrine Zellen machen nur etwa 1% der
Zellen in den Krypten und Villi aus. Zusatzlich sind im Epithel M-Zellen (Mikrofalten
der Ilumenalen Oberflache) lokalisiert, die Antigene aufnehmen und so

Immunantworten initiieren konnen.

Differenzierte Enterozyten tragen auf ihrer apikalen Oberflache sogenannte Mikrovilli,
um die Flache fur die Resorption der Nahrstoffe zu vergrofiern. Dementsprechend
wird der apikale Bereich auch als "Burstensaum" bezeichnet. Dieser "Blrstensaum”
ist mit einer Schicht aus Glykoproteinen und Glykolipiden zur Abwehr von
Eindringlingen uberzogen [112]. Einen zusatzlichen unspezifischen
Abwehrmechanismus bilden Ektoenzyme, Transmembranproteine in der Membran
der Mikrovilli, wie z.B. die Hydrolasen Sucrase-lsomaltase, Neutrale Aminopeptidase
und Alkalische Phosphatase. Deren extrazellulare Domanen katalysieren die

Spaltung von Oligosacchariden und Oligopeptiden an der Mikrovillimembran [73].

Die Barrierefunktion des einschichtigen Epithels wird durch Zell-Zell-Verbindungen
und auch durch die Zellpolaritat ausdifferenzierter IEC gebildet und aufrechterhalten.
Dabei liegen im Epithel drei Arten von Zell-Zell-Kontakten vor: undurchlassige
Verbindungen wie ‘“tight junctions" [111], Haft- und Ankerverbindungen
(Adhasionskontakte und Desmosomen) [194] und Verbindungen zur Zell-Zell-
Kommunikation, sog. "gap junctions” [98]. Die Zell-Zell-Kommunikation Uber "gap
jJunctions" ist dabei ein essentieller Mechanismus zur Regulation von Zellproliferation,
Migration und Differenzierung [98]. Die Differenzierung der IEC flhrt ihrerseits zur
Bildung einer klaren Zellpolaritat, die zum gerichteten Transport oder

Membraneinbau verschiedener Moleklle, wie von Rezeptoren, flhrt.

Schon seit mehreren Jahren ist bekannt, dass Epithelzellen neben der rein
mechanischen Schutzfunktion und unspezifischen Abwehrmechanismen eine
zentrale Rolle in der Initiation der adaptiven Immunantwort spielen. IEC exprimieren
neben MHC-I-Molekilen  ("Major  histocompatibility = complex” —  Haupt-
histokompatibilitatskomplex, HLA), die auf nahezu allen Korperzellen exprimiert sind,

auch MHC-II-Molekule, die sonst ausschlieBlich auf professionellen
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antigenprasentierenden Zellen exprimiert sind [75]. Somit kdnnen IEC eine gezielte,

spezifische Immunantwort durch die Aktivierung von Effektorvorlauferzellen initiieren.

Eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der angeborenen Immunantwort
und der intestinalen mukosalen Zellhomdostase spielen die PRRs. TLRs und
“Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like Receptors” (NLRs) erkennen
Mikroben und endogene "Danger"-Signale, verhindern die Invasion von Pathogenen
und anderen gefahrlichen Substanzen, induzieren antimikrobielle Signalwege und
kontrollieren adaptive Immunantworten [25]. Verdeutlicht wird dies dadurch, dass im
DSS-Colitis-Mausmodell TLR2-, TLR3-, TLR4-, TLR5-, TLR9- oder MyD88-defiziente
Mause eine verspatete oder stark verminderte Wundheilung des verletzten Gewebes
zeigten [28, 59, 141, 179]. TLRs sind konstitutiv oder induzierbar in vielen Zelltypen
des humanen Gastrointestinaltrakts exprimiert, darunter auch in den 4
Epithelzelltypen [4, 21, 22, 65, 127, 129, 149, 159, 177]. Das Expressionsmuster der
verschiedenen TLRs unterscheidet sich je nach Zelltyp und kann auch fur einen

bestimmten Zelltyp je nach Lokalisation der Zelle variieren.

Ausdifferenzierte IEC exprimieren TLR2 und TLR4 hauptsachlich am apikalen Pol,
um das lumenale Milieu zu Uberwachen [23]. Im gesunden Darm werden TLR2 und
TLR4 allerdings nur in geringen Mengen auf IEC und mononuklearen Zellen der
Lamina Propria exprimiert, um keine Immunantwort auf die kommensale Mikroflora
auszuldsen, aber trotzdem einen basalen Aktivierungszustand aufrechtzuerhalten [4,
21, 74, 127, 129, 159]. Die Aktivierung von TLRs durch die kommensale Mikroflora
wird zusatzlich durch zellulare Mechanismen wie Kompartimentalisierung,
differenzielle Aktivierung oder auch durch verschiedene negative Regulatoren
unterdrickt [26]. Im Falle einer Infektion oder Verletzung konnen diese
Regulationsmechanismen aufgehoben werden, so dass TLRs sofort eine
Immunantwort initiieren kénnen. Eine anhaltende TLR-Hyperaktivierung konnte in
CED eine chronische Entziindung oder einen neuen Schub auslésen. Sowohl in
aktiver als auch nichtaktiver CED ist TLR4 in primaren IEC und mononuklearen
Zellen der Lamina Propria signifikant erhoht [21, 74]. Es ist allerdings noch unklar, ob
diese Hochregulation durch sekundare Effekte proinflammatorischer Zytokine wie
IFN-y und TNF-a verursacht wird [5, 164]. Dies konnte einen abweichenden

Aktivierungszustand von TLRs in CED reprasentieren.

Neben der Einleitung einer adaptiven Immunantwort spielen TLRs auch eine Rolle in

der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion des intestinalen Epithels. TLR2 ist bislang
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der einzige identifizierte PRR, der direkt den transepithelialen Widerstand der
Epithelbarriere verstarken kann [24]. In vitro konnte die Stimulation von TLR2 bei
einer stress-induzierten Verletzung die "fight junction"-assoziierte Integritat des
Epithels Uber Proteinkinase C (PKC) a/d erhalten. In vivo zeigten TLR2-defiziente
Mause im DSS-Colitismodell frih einen kompletten Verlust der "tight junction"-
Integritat der intestinalen Barriere, TLR2-exprimierende Mause jedoch nicht. In TLR2-
exprimierenden Mausen fuhrte die Therapie mit dem spezifischen TLR2-Liganden
PCSK zum Schutz der Epithelintegritat und verminderte so die Durchlassigkeit des
Epithels bei Colitis. Dadurch wurden die weiteren Kklinischen Zeichen deutlich

abgemildert und die Mause erholten sich schneller [28].

Zusammenfassend spielen TLRs eine Schlusselrolle in der Aufrechterhaltung der
intestinalen Epithelbarriere und Zellhomoostase durch die Verstarkung der
Barriereintegritat, Inhibierung von Apoptose, Forderung der Wundheilung und
Gewebeerneuerung, Induktion anderer mikrobieller Abwehrmechanismen bei
Toleranz gegenuber kommensalen Bakterien und Initiierung adaptiver

Immunantworten [32].

1.4.1. Caco-2-Zellen als Zellkulturmodell der intestinalen Epithelzellen

Die Caco-2-Zelllinie (ATCC Nummer HTB-37™) wurde aus dem Colonepithel eines
Adenomkarzinom-Patienten kaukasischer Rasse isoliert [1] und bildet ein
Standardzellkulturmodell fur intestinale Epithelzellen. Humane Caco-2-Zellen sind
immortal und wachsen in Kultur adharent, wobei sie spontan ausdifferenzieren. Sie
reprasentieren klar polarisierte Zellen mit einem gut ausgebildeten Burstensaum,
entsprechenden Enzymen (Hydrolasen wie Sucrase-lsomaltase, Neutrale
Aminopeptidase und Alkalische Phosphatase) und Zell-Zell-Kontakten Uber "tight
Jjunctions” und "gap junctions” [156]. Caco-2-Zellen bilden zwar Mucus, aber keine
geschlossene Mucusschicht, so dass Pharmazeutika und andere Substanzen von
den Zellen absorbiert werden konnen. Dies macht sie zu einem interessanten
Modellsystem zur Untersuchung von Arzneistofftransportprozessen [184], die auch in
vivo im intestinalen Epithel ablaufen. So wurde ein Absorptionsmodell entwickelt, das
eine schnelle und effiziente Ausdifferenzierung von Caco-2-Zellen auf Polyethylen
Terephthalat (PET)-Membranen erlaubt [38]. Die ausdifferenzierten Zellen bilden

polarisierte, saulenférmige Zellen mit Mikrovilli und "tight junctions" auf der apikalen
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Seite und kénnen so z.B. fur Permeabilitats- und Absorptionsstudien neuer

Pharmazeutika im grolen Maldstab eingesetzt werden [12].

Stabil mit dem Onkogen c-Ha-Ras transfizierte Caco-2-Zellen koénnen fur
Tumoruntersuchungen in einem CD1 nu/nu Xenograft-Mausmodell auf Matrigel®-
Basis genutzt werden [42]. Untransfizierte Caco-2-Zellen zeigten in diesem

Xenograft-Modell jedoch kein Tumorpotential [42].

1.5. Colitis-assoziiertes Colonkarzinom

Weltweit erkranken jedes Jahr uber 1 Million Menschen an Darmkrebs.
Risikofaktoren hierfur sind unter anderem Umweltmutagene, Ernahrung, spezielle
kommensale und pathogene Bakterien und CED [170, 171]. Chronische
Entzindungen sind schon vor langerer Zeit mit der Entstehung von Tumoren
assoziiert worden. Durch die chronischen Verletzungen der Darmmukosa haben
CED-Patienten ein erhohtes Risiko, ein sogenanntes Colitis-assoziiertes
Colonkarzinom zu entwickeln. Das Risiko korreliert positiv mit der Krankheitsdauer,
Ausdehnung der entziindeten Stellen und dem Schweregrad der Entziindung [80].
Bei einer CED-Dauer von ungefahr 30 Jahren entwickeln mehr als 20% der Patienten

ein Colitis-assoziiertes Colonkarzinom, an dem mehr als 50% sterben [99].

Colitis-assoziierte Colonkarzinome enthalten dichte Infiltrate von Immunzellen wie
Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Zellen [181], aber die exakten zellularen
und molekularen Mechanismen, die zur Tumorentstehung und —progression fuhren,
sind noch weitestgehend ungeklart. Obwohl bestimmte Immunreaktionen in der
Entstehung eines Colitis-assoziierten Colonkarzinoms auch in der Tumorentstehung
eines sporadischen, entzindungsunabhangigen Colonkarzinoms involviert sind, wird
davon ausgegangen, dass unterschiedliche Entstehungsprozesse in diesen beiden
Darmkrebsarten bestehen. Die Bildung wohldefinierter Adenome, die flr das
sporadische Colonkarzinom beschrieben wurde, wird fir das Colitis-assoziierte
Colonkarzinom hingegen nicht vermutet [171]. Allerdings wurden auch karzinogene
Signalwege  wie Chromosomeninstabilitat, Mikrosatelliteninstabilitat ~ und
Hypermethylierung, die zu einem sporadischen Colonkarzinom flhren, in der
Tumorgenese des Colitis-assoziierten Colonkarzinoms beschrieben [81]. Im

Gegensatz zu gesunder Darmmukosa konnten in der Mukosa von CED-Patienten
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diese Veranderungen nachgewiesen werden, ohne vorherige histologische Hinweise

auf eine maligne Entartung der Zellen.

Die chronische Entziindung fuhrt bei der Tumorentstehung des Colitis-assoziierten
Colonkarzinoms wahrscheinlich zusatzlich zur Ausschuttung vieler Wachstums- und
Uberlebensfaktoren durch rekrutierte Entziindungszellen. Diese fordern dann das
Wachstum von Zellen mit einer DNA-Schadigung oder Mutation, aus denen der
Tumor entsteht [83, 104]. In der weiteren Tumorprogression sind in der Umgebung
des Tumors haufig vermehrt Effektor-T-Zellen zu finden, die allerdings nicht fir den
Tumor, sondern fur die kommensale Mikroflora spezifisch sind. Diese T-Zellen sind
folglich nicht dazu in der Lage, die Tumorzellen abzutéten, sondern fordern durch

ihre Zytokinproduktion vielmehr das Tumorwachstum [182].

Die kommensale Mikroflora und ihre Zusammensetzung scheint eine zusatzliche
wichtige Rolle in der Entstehung eines Colits-assoziierten Colonkarzinomes zu
spielen [175]. Im AOM-Mausmodell (Azoxymethan) bei IL-10-defizienten Mausen mit
Spontancolitis moduliert die Veranderung der Mikroflora die Tumorgenese eines
Colitis-assoziierten Colonkarzinoms, wobei auch der TLR/MyD88-Signalweg
essentiell involviert zu sein scheint [176]. Des Weiteren kdonnen kommensale
Bakterien die Tumorentstehung durch gesteigerte und abweichende T-Zell-Antworten
wahrend einer Colitis triggern [187] oder aber PRRs wie TLRs abweichend

aktivieren.

Vor kurzem konnte in einigen Studien die Mitwirkung des TLR4-Signalweges uber
NF-kB an der Tumorprogression des Colitis-assoziierten Colonkarzinoms gezeigt
werden. NF-kB kann sowohl tumorférdernd als auch tumorinhibierend wirken, wobei
durch eine abweichende TLR4-Signalkaskade wahrscheinlich die tumorférdernden
Eigenschaften von NF-kB aktiviert werden [114]. TLRs sind in IEC fir die
Rekrutierung und Aktivierung von Cyclooxygenase-2 (COX-2)-exprimierenden
Makrophagen verantwortlich, die Uber Prostaglandin 2 (PGE2) das Tumorwachstum
im AOM/DSS-Modell férdern [62]. In diesem chemisch-induziertem Tumormodell
waren TLR4-defiziente Mause durch den Mangel an PGE; vor Darmtumoren
geschutzt [61], wahrend Mause, die fur den negativen TLR4-Regulator SIGIRR
("Single immunoglobulin IL-1R-related molecule”) defizient waren, eine gesteigerte
Empfanglichkeit fir Colonkarzinome zeigten [64]. In einem weiteren Mausmodell,
Min

dem Apc™"-Modell, konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass MyD88-defiziente

Mause signifikant weniger Tumore bildeten, die auRerdem deutlich kleiner waren
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[142]. Zusatzlich sind wahrscheinlich noch viele weitere Signalwege und Molekile
der Entziindungsantwort in die Entstehung eines Colits-assoziierten Colonkarzinoms
eingebunden. Vor kurzem konnte z.B. die NF-kB-IL-6-STAT3-Signalkaskade (STAT3
- "Signal Transducer and Activator of Transcription 3") als ein wichtiger Regulator fur
Proliferation und Uberleben von tumor-initierenden IEC identifiziert werden [68].
Weiterhin ist auch noch nicht geklart, wie die Dysfunktion der angeborenen Immunitat
Uber die Beeintrachtigung der Krebsstammzell-Differenzierung und Uber die Wnt-
APC-R-Catenin-Kaskade (Wnt - "Wingless/int”) zur Entstehung eines Colitis-

assoziierten Colonkarzinoms beitragt [13].

Es ist bisher nicht untersucht, ob Polymorphismen in TLRs und damit verbundene
Fehlaktivierungen der TLRs zur Tumorentstehung im Colon flihren, vor allem im

Kontext einer humanen CED.

1.6. Zielsetzung

Da die Atio-Pathogenese von CED noch nicht eindeutig geklart ist, ist die
Erforschung der Mechanismen, die CED verursachen oder triggern kdnnen, wichtig.
TLRs spielen eine Schlisselrolle in der mukosalen Immunitat. Wahrend einer CED-
Colitis ist die TLR2-/TLR4-Proteinexpression in IEC signifikant alteriert.

Der TLR2-R753Q-Polymorphismus ist mit einem besonders schweren
Krankheitsphanotyp, der sog. Pancolitis, in einer belgischen Studie von Colitis
ulcerosa-Patienten assoziiert worden. Die TLR4-Variante TLR4-D299G wurde in
mehreren Studien mit einer erhohten Sukzeptibilitat fur CED assoziiert, wobei der
TLR4-T399I-Polymorphismus hingegen nur in vereinzelten Studien mit CED in
Zusammenhang gebracht wurde. Sowohl fur die Colitis ulcerosa-assoziierte TLR2-
R753Q-Mutation als auch fur die beiden CED-assoziierten TLR4-Mutationen sind die

Auswirkungen im intestinalen Epithel ungeklart.

Deshalb sollten in dieser Arbeit anhand einer Transfektionsstudie mit der humanen
intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 die molekular- und zellbiologischen Effekte der
TLR-Polymorphismen TLR2-R753Q, TLR4-D299G wund TLR4-T3991 in IEC
untersucht werden. Fur den TLR2-R753Q-Polymorphismus sollte der Schwerpunkt
der Untersuchungen auf Wundheilungsmechanismen gelegt werden. Besondere
Bedeutung fanden dabei Analysen der Differenzierung, Barrierefunktion und

Restitution. Diese sollten mit der Messung des transepithelialen Widerstandes, der
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Proliferation und der metabolischen Aktivitdt, Expressionsuntersuchungen von
Genen der Zell-Zell-Kkommunikation und Barriereintegritat, und funktionellen Studien
zur Wundheilung und Restitution naher charakterisiert werden. Bei den TLR4-
Polymorphismen sollten vor allem entziindungs- und tumorférdernde Mechanismen
untersucht werden. Hierzu sollten die verschiedenen Zellklone zunachst
morphologisch und in ihrer Zellteilung charakterisiert werden. Des Weiteren sollten
die Proliferation, metabolische Aktivitat und die Genexpression verschiedener
entzindungsassoziierter Gene analysiert werden. Das Tumorpotential der Zellen
solite in vitro in einem Matrigel®-Invasionsversuch und in vivo im CD1 nu/hu

Xenograft-Mausmodell getestet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien, Chemikalien und Gerate

2.1.1. Materialien

1ml Spritzen*

Deckglaser

Deckglaser, geschliffen (kontrollierte
Dicke 0,17 £ 0,01mm)
Eppendorf Reaktionsgefalle
(1,5ml und 2ml)
Erlenmeyerkolben (500ml)
Filme Amersham Hyperfilm ECL
Filme Kodak BioMax Light
Frischhaltefolie Saran
Gelkammern Horizon® 58
Kanulen 27G x %" Nr. 20*
Kryogefal® (2ml)*
Matrigel® Zellkultureinsatze (8um)*
Mediumkonzentriersaulen
Amicon Ultra-4
Neubauer Zahlkammer
NuPAGE 4-12% Bis-Tris SDS Page Gele
Objekttrager SUPERFROST® PLUS
GOLD

Parafilm

PCR Reaktionsgefale (0,5ml)
Petrischalen*

Pipettenspitzen Filter Tips*

0,1 — 10yl
1 —100pl
101 — 1000l

Terumo, Leuven, Belgien
Engelbrecht Medizin- und Labor-
Technik GmbH, Ederminde
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co Kg, Sondheim

Eppendorf, Hamburg

Schott, Mainz

GE Healthcare, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dow, Schwalbach/Ts.

Life Technologies, Darmstadt
BD Biosciences, Heidelberg
Greiner Bio-one, Frickenhausen
BD Biocoat, Heidelberg

Millipore, Eschborn
Brand, Wertheim

Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Scientific, Schwerte
Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Roth, Karlsruhe

BD Falcon, Heidelberg

StarLab, Ahrensburg
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Poly-D-Lysin-Flachbodenplatte
(6, 12, 24 Wells)*
Poly-D-Lysin-Kulturflasche
(T25 und T75)*
PVDF-Membran Immobilon-P
PorengrofRe 0,45um
Rasierklinge (autoklaviert)

Realtime Filterpipettenspitzen*

0,1 — 10yl
0,5 10yl

2 — 100l
50 — 1000yl

Rontgen-Entwicklerkassette
mit Verstarkerfolie

Rundbodenréhrchen (10ml)*

Schwamme (Blotting Pads)

BD Biocoat, Heidelberg

BD Biocoat, Heidelberg

Millipore, Eschborn
Apollo, Solingen

Eppendorf, Hamburg

Rego, Augsburg
Greiner Bio-one, Frickenhausen

Invitrogen, Karlsruhe

Wattestabchen

Whatman Papier Dicke 3MM CHR
Zellkultureinsatze (0,4um Porengrofle)*
Zellkulturflasche (T25 und T75)*
Zellkulturpipetten®

Zellkulturplatten (6 und 96 Wells)*
Zentrifugengefalte (15ml und 50ml)*

Maimed GmbH&Co.Kg, Neuenkirchen
Schleicher & Schuell, Dassel

BD Falcon, Heidelberg

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen

Greiner Bio-one, Frickenhausen

mit * markierte Materialien sind steril

2.1.2. Chemische Substanzen

Agarose (Ultrapure) Invitrogen, Karlsruhe

Aqua dest. Ecotainer Braun Melsungen AG, Melsungen

Azeton Sigma-Aldrich, Taufkirchen
3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Blastizidin InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Blastizidin Agar
Blastizidin LB-Medium

InvivoGen, Toulouse, Frankreich

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
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Bio Rad Protein-Assay
Bromochloropropan (BCP)

BSA (Pulver)

CitraMount™ Deckelmedium
COX-2 Inhibitor 1l SC-791

DAPI Eindeckmedium Vectashield

DMSO (Dimethylsulfoxid < 0,1% C;HgOs)

dNTP Mix

DTT

ECL-Reagenzien

EDTA

Ethanol analytical grade

Ethanol ca. 96%ig

Ethidiumbromidlésung 0,0025%

Gelbeladungspuffer (6x Loading Dye)

HCI

Isofluran Forene 100%

Kristallviolettldsung

Laktazystin

Lipofectamin LTX mit Plus Reagenz

Lucifer yellow

Magermilchpulver

Methanol

NaCl

NasVO,

NuPAGE® LDS Probenpuffer (4x)

NuPAGE® MES SDS Running
Buffer (20x)

NuPAGE® MOPS SDS Running
Buffer (20x)

NuPAGE® Transferpuffer (20X)

O.C.T. Compound TissueTek®

Ol fiir Fluoreszenzmikroskopie

Immersol™ 518F

Bio-Rad, Minchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAA, Pasching, Osterreich
Polysciences Inc., Warrington, USA
Calbiochem, Darmstadt
Vektor, Lorrach
WAK-Chemie, Dessau
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Perkin Elmer, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Abbott, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gerbu Biochemie GmbH, Gaiberg
Sigma-Adrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL

Zeiss, Jena
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Oligo dT-Primer (15mer, 80uM)

Paraformaldehyd (16%)

PBS pH 7,4

PBS (ohne Ca?* und Mg*")

PCSK (Pam3CysSK4, Lot#L08/02
und #A10/02)

Phalloidin (AlexaFluor®647 gekoppelt)

Phosphataseinhibitor PhosphoStop
Tabletten

PMSF Plus

Proteaseinhibitor Complete Mini
Tabletten

RNase-freies Wasser

RNase Out

Rontgen-Entwickler-Konzentrat

Rontgen-Fixierer-Konzentrat

SDS-Lésung (10%)

Simply Blue

STATS3 Inhibitor VI NSC74859

TFF3 (human rekombinant)

TRI-Reagenz

Tris

Triton X-100 (10%)

Tween-20

Trypanblau-L6ésung 0,4%

2.1.3. Enzyme
HotStar Tag-Polymerase
Restriktionsenzyme

- Agel

- Nhel

- BspHI

Qiagen, Hilden

Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Karlsruhe

EMC Microcollections GmbH,
Tubingen

Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Adefo Chemie, Dietzenbach
Adefo Chemie, Dietzenbach
Ambion, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Darmstadt
The GI Company, Framingham, USA
Ambion, Darmstadt

MP Biomedicals, Ohio, USA
Thermo Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfurt/Main
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2.1.4. GroRenstandards

DNA Grolenstandard:
Express DNA Ladder
Western-Blot GroRenstandards:
MagicMark XP

SeeBlue Plus2 Pre-stained

2.1.5. Gerate
Autoklav 2540 EL

Bakterieninkubator Heraeus
Bakterienschittler KS125 basic
ELISA Reader EL,808

Geldokumentationsanlage
Heizblock SLTDB-120
Kihlblock SC-2
Kryotom HM560
Mikroskope

Nikon TMS

Laser Scanning Mikroskop Axiovert

100 LSM 510

Nikon Eclipse E6000

Leica DMI6000
pH-Meter 765 calimatic
Photometer

Pipetten (research)

0,1 -2,5ul
0,5—10ul
10 — 100ul
100 — 10004l

Pipettierhilfe elektrisch

Realtime PCR-Maschine
Mastercycler ep realplex

Rollenmischer Stuart SRT 9

Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Systec GmbH, Wettenberg
Thermo Scientific, Schwerte
IKA Labortechnik, Staufen
Bio-Tek Instruments Inc., Bad
Friedrichshall

Biostep, Jahnsdorf

Biosan, Riga, Litauen

Biosan, Riga, Litauen
Microm, Walldorf

Nikon, Disseldorf

Zeiss, Jena
Nikon, Dusseldorf
Leica, Wetzlar
Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Eppendorf, Hamburg
Dunn Labortechnik GmbH, Asbach
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Scanner EPSON Perfection V750 PRO
Schuttler
Stromversorger Power Pac300
Thermocycler GeneAmp PCR

System 9600
Tischzentrifugen

Mikro 120

Eppendorf 5415D
Tischkuhlzentrifuge Hermle 2233 MK-2
Vortexer
Waagen

Kern 440-210N

MP-3000 Chyo

Feinwaage Delta Range AT261
Wasserbad
WiderstandsmefRgerat Millicell®-ERS
Xcell 1l Blot Modul
Xcell SureLock Mini-Cell
Zellkulturinkubator mit CO,Hera Cell
Zellkulturzentrifuge 5810R

2.1.6. LOosungen und Puffer
BSA-Blockierungspuffer

DTT

1x MES-Laufpuffer

Milch-Blockierungspuffer

Epson, Meerbusch
Frobel Labortechnik GmbH, Lindau
Bio-Rad, Munchen

Perkin Elmer, Waltham, USA

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
IKA Labortechnik, Staufen

Kern, Balingen-Frommern
Gontgen Wagetechnik, Bottrop
Mettler, Giessen

Julabo, Seelbach

Millipore, Eschborn

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Scientific, Schwerte

Eppendorf, Hamburg

5% BSA in TBST oder PBST

1M in aqua dest.

250mlI NuPAGE® MES SDS Running
Buffer (20x)

4750ml aqua dest.

5% Magermilchpulver in TBST oder
PBST
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1x MOPS-Laufpuffer

Kristallviolett-Farbel6sung

PBST

Protein Lysepuffer V

Roéntgen-Entwicklerlésung

Rontgen-Fixiererlosung

Stripping Puffer

TAE-Puffer
(Tris Acetat EDTA Puffer)

TBST

250mlI  NuPAGE® MOPS SDS
Running Buffer (20x)
4750ml aqua dest.

2% Ethanol
0,2% Kiristallviolett
in aqua dest.

PBS
0,005% Tween-20

1% Triton X-100
150mM NacCl

20mM Tris-HCIl pH 7,5
2mM EDTA

ad 5ml mit aqua dest.

200ml Rdéntgen Entwickler Konzentrat

800ml aqua dest.

200ml Rontgen Fixierer Konzentrat

800ml aqua dest.

10ml 10% SDS-L6sung
3,125ml Tris-HCI pH 6,8
300ul B-Mercaptoethanol

ad 50ml mit aqua dest.

Qiagen, Hilden

TBS
0,005% Tween-20
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TE-Puffer pH 7,0 (steril)

Transferpuffer

Tris Buffered Saline (TBS)

2.1.7. Kits

Alpha-2-Macroglobulin ELISA

C3a BD OptEIA ELISA

Cb5a BD OptEIA ELISA

Cell Proliferation ELISA, BrdU

Cell Titer 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay

EndoFree Plasmid Maxi Kit

One Shot® TOP10 Chemically
Competent E.coli Kit

One Step QuantiFast SYBR Green
RT-PCR Kit

Proteo Extract Subcellular Proteome
Extraction Kit

QiaPrep Miniprep Kit

RiboPure Kit

RNase-Free DNase-Set

RNeasy Kit

Sensiscript Reverse Transcription Kit

Shandon Rapid-Chrome™ Frozen
Section Staining Kit

Tissue Factor Pathway Inhibitor ELISA

Quantikine

Ambion, Darmstadt

250mI NuPAGE® Transferpuffer (20X)
500ml Methanol
4250ml aqua dest.

10mM Tris
150mM NaCl
in aqua dest. pH 7,6

Assay Pro, St. Charles, USA
BD Biosystems, Heidelberg
BD Biosystems, Heidelberg

Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Calbiochem, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Ambion, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, Schwerte

R&D Systems, Wiesbaden
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2.1.8. Zellkulturmedien
FCS Endotoxin-frei
Lot # A10207-0103

Lot # A10208-1581 PAA, Pasching, Osterreich
DMEM 4,5¢g/L Glukose PAA, Pasching, Osterreich
Insulin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
OPTI-MEM Gibco, Karlsruhe
Penizillin/Streptomyzin (100x) PAA, Pasching, Osterreich
Trypsin-EDTA (100x) PAA, Pasching, Osterreich
Caco-2-Wachstumsmedium DMEM 4,5¢g/L Glukose

20% FCS

1% Penizillin/Streptomyzin

Selektionsmedium flr die TLR-Klone DMEM 4,5¢g/L Glukose
20% FCS
1% Penizillin/Streptomyzin

1mg/ml Blastizidin

IEC-6-Wachstumsmedium DMEM 4,5¢g/L Glukose
5% FCS
1% Penizillin/Streptomyzin

0,1% Insulin

2.2. Methoden
2.2.1. Kultivierung von Caco-2-Zellen

Caco-2 ist eine gut differenzierte Zelllinie, die einem humanen Kolonadenokarzinom
entstammt [56]. |hre Morphologie ist enterozytenahnlich mit einer typischen
Enterozytendifferenzierung, d.h. der Bildung eines polarisierten Monolayers mit "tight
Junctions” und der apikalen Ausbildung einer typischen Blrstensaummembran mit
Mikrovillibesatz. Auch funktionell, also in ihrer Enzymaktivitat, entsprechen Caco-2-

Zellen weitestgehend Enterozyten [148].
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Bezogen wurden die Caco-2-Zellen von der "American Type Culture Collection"
(ATCC) (iber "LGC Promochem" (Teddington, England) (ATCC Nummer HTB-37™,
Lot #1537739). Die Zellen wurden in Caco-2-Wachstumsmedium bei 37°C und 5%

COz3 kultiviert. Das Medium wurde zweimal wochentlich gewechselt.

Zur Passage der Zellen wurde bei einer Konfluenz von 90-100% das Medium
abgesaugt, die Zellen mit frischem Medium abgespdult und in ein 50ml Falcon-Gefafl
Uberfuhrt. Die Zellen wurden dann bei 800g und 20°C fur 5min abzentrifugiert, in
frischem Medium resuspendiert und in einem Verhaltnis von 1:4 — 1:10 neu
ausplattiert. Caco-2-Zellen wurden von Passage 6 bis Passage 15 verwendet,

danach wurden die Zellen verworfen.

Sollte zusatzlich die Zellzahl bestimmt werden, wurden die Zellen trypsiniert. Hierfur
eignete sich eine Konfluenz von 70-80% am besten. Das Medium wurde abgesaugt
und die Zellen einmal mit 1x Trypsin/EDTA gespult. Nachdem dies verworfen wurde,
wurden pro T25-Kulturflasche 1,5ml und pro T75-Kultuflasche 3ml Trypsin/EDTA
zugegeben und fur 3-4min, bzw. bis sich die Zellen nach leichtem Abschlagen der
Flasche losen, bei 37°C inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch die
Zugabe von 10ml Wachstumsmedium gestoppt, die Flasche grundlich abgespuilt und
in ein 50ml Zentrifugengefall Gberfuhrt. Die Zellen wurden bei 900g, 4°C fir 5min
pelletiert und das Zellpellet in frischem Wachstumsmedium resuspendiert. Die
Zellzahl und Vitalitat konnten im Anschluss in der Neubauer-Zahlkammer ermittelt

werden (siehe Kap.2.2.3.).

2.2.2. Kultivierung von IEC-6-Zellen

IEC-6-Zellen sind epitheliale, nichttransformierte Zellen aus dem Dunndarm der Ratte
(Rattus norvegicus) [139]. Die Zellen haben einen diploiden Karyotyp und zeigen
neben der Ausbildung von Mikrovilli ein Vorkommen von "tight junctions” und einen
ausgepragten Golgi-Apparat. IEC-6 Zellen exprimieren Oberflachenmolekule, die fur
undifferenzierte Kryptenzellen typisch sind [138]. Werden die Zellen auf
extrazellularer Matrix kultiviert, kbnnen sie ausdifferenzieren und zeigen funktionelle

und morphologische Kriterien von Enterozyten des Villusbereiches [33].

|IEC-6-Zellen wurden von der ATCC (ATCC Nummer CRL-1592™) iiber Prof. Dr.
Podolsky (Harvard Medical School) bezogen und unserer Arbeitsgruppe ab Passage

15 zur Verfugung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in IEC-6-Wachstumsmedium
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bei 37°C und 5% CO,. Das Medium wurde dabei zweimal wdchentlich gewechselt.

Die IEC-6-Zellen wurden bis Passage 23 benutzt, danach verworfen.

Zur Passage der Zellen und der Zellzahlbestimmung wurden diese bei einer
Konfluenz von ca. 80-95%, wie in Kap.2.2.1. flir Caco-2-Zellen beschrieben,

trypsiniert und in einem Verhaltnis von 1:5 — 1:10 neu ausplattiert.

2.2.3. Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitat wurden ein Hamozytometer mit einer
Einteilung nach Neubauer (Neubauer-Zahlkammer) und der Trypanblau-Ausschluss
verwendet. Trypanblau ist ein Farbstoff, der von lebenden Zellen nicht aufgenommen
werden kann, in tote Zellen hingegen durch die permeable Zellmembran diffundieren
kann. Hierzu wurden 10pul der Zellsuspension mit 10ul Trypanblau-Lésung versetzt
und in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Im Mikroskop erschienen die lebenden
Zellen ungefarbt und tote Zellen durch die Trypanblau-Einlagerung blau gefarbt.

Dadurch lief3 sich die Lebendzellzahl pro ml nach folgender Formel ermitteln.

Lebendzellzahl = m * Vf* vV * 10*

Dabei steht m fur die Anzahl der lebenden Zellen in einem GroRquadrat, Vf flr den
Verdiinnungsfaktor, V fiir das Volumen der Zellsuspension und 70% ist der
Kammerfaktor. Die Gesamtzellzahl berechnet sich analog, indem man sowohl die
lebenden als auch die toten Zellen zahlt und unter m in die Gleichung einsetzt. Die
Vitalitat der Zellen kann bestimmt werden, indem man die Lebendzellzahl durch die

Gesamtzellzahl dividiert und fur eine Angabe in Prozent mit 100 multipliziert.

2.2.4. Einfrieren und Auftauen von Caco-2-Zellen

Caco-2-Zellen wurden mit verschiedenen Zellzahlen eingefroren. Hierbei wurden die
Zellen in vollem Wachstumsmedium aufgenommen und mit 1ml in jeweils ein 2ml
Kryogefal® Gberfihrt. Nach der Zugabe von 70ul DMSO (= 7% Endkonzentration im
Medium) wurden die Zellen schnellstmoglich auf —80°C gekuhlt. Zur langeren

Lagerung wurden die Zellen am nachsten Tag in flussigen Stickstoff verbracht.

Fur das Auftauen der Caco-2 Zellen wurden zunachst 3ml Wachstumsmedium in ein

15ml Gefal vorgelegt. Die Zellen wurden in der Hand oder im 37°C-Wasserbad
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zugig angetaut. Durch die Zugabe von 1ml Wachstumsmedium wurden die Caco-2-
Zellen vollstandig aufgetaut, in das vorbereitete 15ml Zentrifugengefald Gberfihrt, mit
Medium aufgefiillt und fiir 5min bei 800g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in der entsprechenden Menge Medium aufgenommen und in
einer T75-Flasche in Kultur genommen. Der nachste Mediumwechsel fand nach drei

bis vier Tagen statt.

2.2.5. Herstellung stabil transfizierter Caco-2-Zellen
2.2.5.1. Vermehrung und Pré&paration der TLR-Plasmid-DNA

Die pUNO-Vektoren mit den Geninserts der humanen TLR2 und TLR4, sowie der
leere Grundvektor pUNO wurden von der Firma InvivoGen in Form von lyophilisierten
E.coli Bakterien (Stamm GT110), die den Vektor tragen, bezogen. Zusatzlich zu den
humanen TLR-Sequenzen enthielten diese Vektoren ein Resistenzgen flr das
Antibiotikum Blastizidin, sowie eine kurze Hamagglutininsequenz, das sogenannte
"HA-Tag" (siehe Vektorkarten Anhang 6.1. und 6.2.). Dies erlaubt nach einer
Transfektion die einfache ldentifizierung erfolgreich transfizierter Zellen, da humane
Zelllinien diese virale Struktur nicht exprimieren [185]. Es ist gezeigt worden, dass

das TLR2-FL-Plasmid nach Uberexpression in den Zellen selbst aktivierend ist [36].

Fir die Aufzucht der Bakterien wurden LB-Agarplatten und LB-Medium mit Blastizidin
hergestellt, damit nur Bakterien, die das Resistenzgen und damit auch die TLR-
Sequenz tragen, wachsen konnten. Sowohl der Blastizidin-Agar als auch das
Blastizidin-LB-Medium wurden als Fertigpulver von der Firma InvivoGen bezogen

und nach Herstellerangaben angesetzt.

Die lyophilisierten E.coli Bakterien wurden bei Raumtemperatur in 1ml Blastizidin-LB-
Medium geldst, 5min aquilibriert und dabei mehrmals invertiert. Verschiedene
Mengen der gelosten Bakterien (25ul, 50ul, 75ul und 100ul) wurden mit einer sterilen
Glaspipette auf je einer Blastizidin-Agar-Platte ausgestrichen und Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Nach der Ubernachtinkubation wurden die Platten bis zur weiteren
Verwendung am spaten Nachmittag desselben Tages mit Parafilm verschlossen und
bei 4°C aufbewahrt.

Zum Ansetzen der kleinen Starterkultur wurden je 5ml vorgewarmtes Blastizidin-LB-
Medium in ein 10ml Rundbodenréhrchen vorgelegt. Mit einer sterilen Pipettenspitze

wurden grol3e, vereinzelt liegende E.coli Kulturen ohne Satelliten von der Agarplatte
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genommen und in das vorbereitete Nahrmedium Uberflhrt. Die Starterkulturen

wurden im Anschluss bei 37°C auf dem Schiuttler Gber Nacht inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden 1-1,5ml der Ubernacht-Starterkultur in ein
Eppendorf-Gefaly tberfihrt und die DNA der Bakterien mit dem "QIAPrep Miniprep
Kit" nach Herstellerangaben prapariert. Hierbei werden die Bakterien lysiert und die
DNA wird an eine Silicamembran gebunden, mehrmals gewaschen und schlief3lich
eluiert. Der Rest der Starterkultur wurde bei 4°C gelagert, bis die grof3e Kultur am

spaten Nachmittag mit dieser angesetzt wurde.

Die Bakterien-DNA wurde dann in einen Restriktionsverdau (siehe Kap.2.2.5.2.)
eingesetzt, um zu Uberprifen, ob die Bakterien das richtige Insert enthielten. Die
Proben, die den entsprechenden TLR als Insert trugen und die hochsten DNA-
Konzentrationen aufwiesen, wurden dann in die groRe Ubernachtkultur fiir die finale
DNA-Praparation eingesetzt. Hierfur wurden 200ml Blasticidin-LB-Medium in einen
500ml Erlenmeyerkolben mit 200ul der jeweiligen Starterkulturen angeimpft und Gber
Nacht bei 37°C auf dem Schiittler bei 200rpm inkubiert.

Aus der gesamten Kultur wurde am nachsten Tag die Plasmid-DNA mithilfe des
"EndoFree Plasmid Maxi Kits" prapariert. Die Bakterien werden hierbei unter
alkalischen Bedingungen lysiert, wobei ein Puffer zur Endotoxin-Entfernung
zugesetzt wird. Das Lysat wird auf eine Saule geladen, in der die DNA an die
Membran bindet, gewaschen, eluiert und aufkonzentriert wird. Zum Abschluss wurde
die DNA unter sterilen Bedingungen in sterilem, endotoxin-freien TE-Puffer geldst.
Die Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA wurde am Photometer gemessen

und nochmals durch einen Restriktionsverdau Uberpruft.

Die so isolierte DNA der Vektoren pUNO, pUNO-hTLR2-HA und pUNO-hTLR4-HA
wurde in Transfektionsversuchen mit Caco-2-Zellen eingesetzt. Im Falle der beiden
Vektoren pUNO-hTLR2-HA und pUNO-hTLR4-HA wurde ein Teil der DNA fir die
Erzeugung der Mutationen TLR2-R753Q, TLR4-D299G und TLR4-T3991 an die
Firma Trenzyme (Konstanz) geschickt. Die restliche Plasmid-DNA wurde bei —20°C

aufbewahrt.
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2.2.5.2. Uberprifung der Plasmid-DNA durch Restriktionsverdau
Restriktionsendonucleasen sind Enzyme bakteriellen Ursprungs, die je nach
Spezifitat zumeist vier bis acht Basenpaare in einem DNA-Strang erkennen und
diese Zielsequenz schneiden.

Diese Restriktionsenzyme werden unter anderem zur Uberpriifung, ob ein Vektor das
gewunschte Insert tragt, eingesetzt. Hierzu wahlt man zwei Restriktionsenzyme, die
moglichst nah am Insert schneiden. Im Falle der TLR2-Plasmide wurden die beiden
Enzyme Agel und Nhel gewahlt, und zur Uberpriifung der TLR4-Plasmide BspHI und
Nhel. Die optimalen Pufferbedingungen wurden der Webseite des Herstellers
entnommen, so dass sich folgende Ansatze fur den Verdau der beiden Plasmide

ergaben:

Tab.2.1. Anséatze fur die Mastermixe der Restriktionsverdaue fir die pUNO-
TLR2-HA und pUNO-TLR4-HA Vektoren.

PUNO-TLR2-HA

Reagenz Konzentration | Volumen/Verdau
NEBuffer 1 1X 1l
Nhel 10 units 1l
Agel 10 units 2ul
BSA 1X 1ul
Plasmid-DNA 5ul

Gesamtvolumen 10pl
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PUNO-TLR4-HA

Reagenz Konzentration | Volumen/Verdau
NEBuffer 2 1X 1l

Nhel 10 units 1l

BspHI 10 units 1l

BSA 1X 1l

H,O 1ul
Plasmid-DNA 5ul
Gesamtvolumen 10ul

Die Ansatze wurden durch Auf- und Abpipettieren gut vermischt und der Verdau
jeweils fir 1h bei 37°C im Heizblock durchgefihrt. Die Auswertung erfolgte im

Anschluss mittels einer Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kap. 2.2.5.3.).

2.2.5.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erlaubt es, DNA-Fragmente ihrer Grolde
entsprechend aufzutrennen und zu identifizieren. Hierfur wird an ein Agarosegel in
Pufferlosung ein elektrisches Feld angelegt, in dem die negativ geladenen
Nukleinsaure-Molekule durch die Gelmatrix wandern. Die kleineren Molekule kdnnen
sich dabei schneller durch die Siebstruktur der Agarose bewegen. Sichtbar gemacht
werden die aufgetrennten DNA-Banden nach dem Lauf durch den
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid, der in die Doppelhelix-Struktur der DNA
interkaliert und nach Anregung mit UV-Licht fluoresziert.

Im Einzelnen wurden 2%ige Agarosegele hergestellt, wobei 1x TAE-Puffer sowohl
zum LOsen der Agarose als auch als Laufpuffer verwendet wurde. Nach dem
Aufkochen von 1g Agarose in 50ml TAE-Puffer wurde die Flussigkeit kurz abgekunhlt
und vier Tropfen einer 0,0025%igen Ethidiumbromidlésung zugegeben. Nach kurzem
Durchmischen der Agarosel6sung wurde diese in eine Gelkammer gegossen und es
wurden Kamme eingesetzt. Nach dem Ausharten des Gels wurden die Kamme fur

die Geltaschen entfernt und das Gel mit Laufpuffer grof3zligig bedeckt. Die Proben



2. Material und Methoden 55

wurden mit der entsprechenden Menge eines Gelbeladungspuffers versetzt, damit
sie in die Geltaschen absinken. Im Anschluss wurden diese im Gel bei 90 Volt fur ca.

45min aufgetrennt.

Die Gele wurden nach ausreichender Auftrennung der Proben unter UV-Anregung

betrachtet und mit einer Gel-Dokumentationsanlage fotografiert und ausgewertet.

2.2.5.4. Herstellung der mutierten Vektoren

Zur Herstellung der mutierten Vektoren pUNO-hTLR2-HA-R753Q (rs5743708),
pUNO-hTLR4-HA-D299G (rs4986790) und pUNO-hTLR4-HA-T3991 (rs4986791)
wurde DNA der beiden Plasmide pUNO-hTLR2 und pUNO-hTLR4-HA an die Firma
Trenzyme (Konstanz) geschickt. Dort wurden die gerichteten Punktmutationen
erzeugt, durch Sequenzierung des Geninserts bestatigt und die geloste DNA

zuruckgesandt.

2.2.5.5. Klonierung der mutierten Vektoren

Die DNA der mutierten Vektoren wurde mit dem "OneShot® TOP10 Chemically
Competent E.coli Kit" entsprechend der Herstellerangaben in die mitgelieferten
chemisch kompetenten E.coli Bakterien transformiert. Die weitere Aufzucht der

Bakterien und die Praparation der DNA erfolgte wie unter Kap.2.2.5.1. beschrieben.

2.2.5.6. Stabile Transfektion der Caco-2-Zellen

Unter stabiler Transfektion versteht man, fremde DNA-Sequenzen langfristig in das
Genom einer Zelle zu integrieren. Dabei kann das fremde genetische Material auf
verschiedene Weisen in die Zelle eingebracht werden. Hier wurde die sogenannte
Lipofektion verwendet, bei der die DNA an die Oberflache kationischer Lipidvesikel
komplexiert wird [50]. Diese Vesikel kdonnen sehr leicht mit der Zellmembran
fusionieren, welches die komplexierte DNA in die Zelle einbringt. In der Zelle 6ffnet
dann der kationische Teil das DNA-Ruckgrat und die fremde DNA wird in das Genom
integriert. Damit dies nicht nur voribergehend (transient) ist, sondern langerfristig
(stabil) halt, schleust man mit der gewlnschten DNA-Sequenz noch ein
Resistenzgen gegen ein Antibiotikum (hier Blastizidin) ein. Dies ermdglicht unter

Selektionsbedingungen nur ein Uberleben erfolgreich transfizierter Zellen.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit werden Flachbodenplatten fur die Zellkultur als "Well-

Platten" und die einzelnen Vertiefungen der Platten als "Wells" bezeichnet.

Am Vortag der Transfektion wurden Caco-2-Zellen einer jungeren Passage (P10 bis
12) in Wachstumsmedium ohne Antibiotikum auf eine Poly-D-Lysin beschichtete 12-
Well-Platte so ausplattiert, dass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 30-
40% aufwiesen. Die Transfektion wurde dann in OPTI-MEM mit dem
Lipofektionsreagenz "Lipofectamine LTX" und dem "Plus Reagenz" nach optimierten
Herstellerangaben durchgefuhrt. Im Detail wurden pro Well 1ug DNA zunachst mit
1ul verdinntem "Plus Reagenz" fur 5min inkubiert, um dann innerhalb von 30min
Inkubationszeit mit 2,5ul "LTX Reagenz" in 200ul Gesamtvolumen zu komplexieren.
Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit wurde in dem entsprechenden Well das Medium
abgesaugt und durch 1ml OPTI-MEM ersetzt. Dann wurden 200ul der LTX-Plus-
DNA-Komplexe zu den Zellen gegeben und fir 4h bei 37°C und 5% CO; inkubiert,
ehe das OPTI-MEM mit den Transfektionsreagenzien abgesaugt und durch
Wachstumsmedium ohne Antibiotikum ersetzt wurde. Die Zellen wurden bei 37°C
und 5% CO; weiter inkubiert.

2.2.5.7. Selektion einzelner Klone

Ca. 48h nach Transfektion wurden die Zellen aus der Zellkulturplatte geldst und in 6
Wells einer Poly-D-Lysin 12-Well-Platte in vollem Wachstumsmedium Uberfuhrt. In
jeweils 2 Wells wurden zusatzlich 0,5ug/ml, 1ug/ml bzw. 5ug/ml des
Selektionsantibiotikums Blastizidin gegeben und die Zellen weiterhin bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Die eingesetzten Konzentrationen des Blastizidins wurden
aufgrund einer zuvor durchgefuhrten Dosis-Toxizitatskurve mit untransfizierten Caco-

2-Zellen gewahlt.

Im weiteren Kulturverlauf zeigte sich, dass die Selektion der transfizierten Klone
unter 1ug/ml Blastizidin am erfolgreichsten war. Eine Blastizidinkonzentration von
5ug/ml stellte sich als zu hoch heraus, da die transfizierten Caco-2-Zellen nicht
adharent wurden und bei einer Konzentration von 0,5ug/ml Blastizidin fand keine

sichtbare Selektion statt.

Nach 10 Tagen Kultur wurden Zellen vereinzelt und in jeweils ein Well einer Poly-D-
Lysin beschichteten 24-Well-Platte mit 1ml Selektionsmedium Uberfuhrt. Hierzu

wurde eine sterile 10yl Pipettenspitze auf die transfizierten Caco-2 Zellen gesetzt, 2l
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Medium und Zellen aufgenommen und in je einem Well der 24-Well-Platte wieder

herauspipettiert.

Die so isolierten Klone wurden zur Expansion nach Erreichen der Konfluenz des 24-
Wells auf ein Poly-D-Lysin beschichtetes 12-Well passagiert, danach in eine Poly-D-
Lysin beschichtete T25-Kulturflasche. In diesem Stadium wurde ein erstes Zelllysat

zur Uberpriifung der Expression des Transgens (siehe Kap.2.2.10.1.) abgenommen.

2.2.5.8. Kultivierung der stabil transfizierten Klone

Die stabil transfizierten Klone wurden in ihrem Selektionsmedium kultiviert. Das
Selektionsantibiotikum Blastizidin wurde dabei direkt vor dem Mediumwechsel in das
Caco-2-Wachstumsmedium gegeben und gut vermischt. Hierbei wurden, falls nicht
anders angegeben, ausschliellich Poly-D-Lysin beschichtete Zellkulturgefalie

verwendet.

Das Passagieren und Trypsinieren wurde, wie zuvor fur untransfizierte Caco-2 Zellen
beschrieben (siehe Kap.2.2.1.), durchgefuhrt, ebenso wie das Einfrieren und
Auftauen der Klone (siehe Kap.2.2.4.).

2.2.6. Ausplattieren fur die Ernte von mRNA, Protein und konditioniertem

Medium

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Zellen trypsiniert und mit 3 x 10° Zellen pro
Well einer Poly-D-Lysin 6-Well-Platte in 2ml Medium ausplattiert. Das Medium wurde
an Tag 3 und Tag 7 durch Frisches ersetzt und die Zellen an Tag 8 entweder in "TRI-
Reagenz" (mMRNA, siehe Kap.2.2.9.1.) oder Lysepuffer (Protein, siehe Kap.2.2.10.1.)

aufgenommen oder der Uberstand als konditioniertes Medium eingefroren.

2.2.7. Ernte von konditioniertem Medium

Die Zellen wurden wie unter Kap.2.2.6. beschrieben ausplattiert und kultiviert. Ca.
18-24 h nach dem letzten Mediumwechsel wurde das Medium auf Eis abgenommen
und in ein 1ml Eppendorfreaktionsgefall tberflihrt. Um maogliche verbliebene Zellen
oder Zelltrimmer zu entfernen, wurde das konditionierte Medium bei 14.500g und
4°C fur 5min zentrifugiert. Das Medium wurde dann in ein neues Eppendorfgefal}
Uberfuhrt, sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei —20°C gelagert.



2. Material und Methoden 58

2.2.8. Aufkonzentrieren von konditioniertem Medium

Das konditionierte Medium wurde wie unter Kap.2.2.7. beschrieben abgenommen
und direkt auf die Mediumkonzentriersdule Amicon Ultra-4 pipettiert. In der
anschliellenden Zentrifugation fir 10min bei 4000g und 4°C wurde das Medium
durch die Saule aufkonzentriert. Das Konzentrat wurde entweder direkt mit LDS-
Probenpuffer versetzt und in einen Western-Blot eingesetzt oder bei —20°C bis zum

spateren Gebrauch eingefroren.

2.2.9. Molekularbiolgische Methoden
2.2.9.1. Aufnahme der Zellen in "TRI-Reagenz"

Als Vorbereitung fur die Isolation von mRNA aus einer Zelle muss die Zelle zunachst
lysiert und die mRNA freigelegt werden, ohne dabei zu degradieren. Dazu wurde das
Medium abgesaugt und 1ml "TRI-Reagenz" aus dem anschlieRenden RNA-
Isolationskit auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden grundlich mit dem "TRI-
Reagenz" abgespult und 5min bei Raumtemperatur lysiert. Abschliel3end wurden die
Zellen in ein Eppendorfgefald Gberflihrt und bis zur mRNA-Isolation sofort bei —80°C

eingefroren.

2.2.9.2. Isolation von "messenger-RNA" (mMRNA)

Die mRNA der Zellen wurde zunachst mithilfe des "RiboPure Kits" nach
Herstellerangaben isoliert. Das Kit basiert auf einer abgewandelten
Phenol/Chloroform RNA-Isolation. Im "TRI-Reagenz"”, das Phenol und Guanidin-
Thiozyanat enthalt, werden die Zellen homogenisiert und lysiert. Durch Zugabe von
Bromochloropropan (BCP) kommt es zur Bildung einer wassrigen und einer
organischen Phase. Die mRNA wird dann durch Bindung an einen Glasfaserfilter aus
der wassrigen Phase isoliert, mehrmals gewaschen und durch einen

Niedrigsalzpuffer eluiert.

Die so isolierte mRNA wurde dann mit dem "RNeasy Kit" inklusive eines DNase-
Verdaus aufgereinigt, wobei mit den Kits ebenfalls nach Herstellerangaben
verfahren wurde. Hierbei wird die mRNA durch eine Guanidin-Isothiozyanat-Lyse
vorisoliert, an eine Silica-Membran gebunden, verbliebene DNA-Reste werden durch
einen DNase-Verdau entfernt, ehe die mRNA mehrmals gewaschen und

abschlieRend in Wasser eluiert wird.
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Die mRNA wurde am Photometer auf Konzentration und Reinheit Uberprift und bei
—80°C eingefroren, bis diese in eine quantitative Realtime-RT-PCR eingesetzt oder in

cDNA umgeschrieben wurde.

2.2.9.3. Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Reverse Transkription bezeichnet die Umkehrung eines naturlich in der Zelle
ablaufenden Prozesses. In der Zelle wird eine DNA-Sequenz mithilfe eines Enzyms,
der RNA-Polymerase, in eine einzelstrangige mRNA umgeschrieben, die wiederum

als Matrize fur die Proteinsynthese dient.

Im Gegensatz dazu wird in der Reversen Transkription eine einzelstrangige mRNA in
einen DNA-Doppelstrang, die sogenannte cDNA, "complementary DNA",
umgeschrieben. Diese Reaktion wird enzymatisch durch die Reverse Transkriptase

katalysiert.

Durchgefuhrt wurde die Reverse Transkription mit dem "Sensiscript Reverse
Transcription Kit". Zusatzlich zu den Reagenzien des Kits wurden Oligo-dT-Primer
und als RNase Inhibitor "RNase Out Recombinant Ribonuclease Inhibitor"
verwendet. Pro Reaktion wurden 50ng mRNA in einem Volumen von 5pl eingestellt

und mit folgendem Reaktionsansatz fur 60min bei 37°C in cDNA umgeschrieben:

Tab.2.2. Mastermix fur die Reverse Transkription mit dem "Sensiscript Reverse

Transcription Kit".

Reagenz Konzentration | Finale Konzentration | Volumen/Reaktion

10x Buffer RT 10x 1x 2ul

dNTP Mix 5mM 0,5mM 2ul
Oligo-dT-Primer 80uM 1uM 0,25ul
RNase OUT 40units/pl 10u 0,25ul
Sensiscript Reverse 1ul
Transkriptase

H.O 9,5ul
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2.2.9.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ist eine Methode, um DNA Abschnitte in vitro zu
amplifizieren. Hierzu werden neben der Template DNA eine thermostabile DNA-
Polymerase (meistens eine Tag-Polymerase), zwei das zu vervielfaltigende DNA-
Stuck flankierende Oligonukleotidsequenzen ("forward” und ‘reverse” Primer),
Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTPs) und eine Pufferldsung bendtigt. Diese
erstellt durch verschiedene lonen und Salze optimale Bedingungen fur die DNA-

Polymerase.

Der PCR-Prozel} besteht aus drei Reaktionen, die in 25-40 Zyklen im Thermocycler
wiederholt werden. Wahrend der Denaturierung wird die DNA in ihre beiden
Einzelstrange aufgetrennt, so dass sich im "Annealing” die Primer an die
flankierenden Enden des zu amplifizierenden Genbereiches anlagern. In der
abschlieenden Elongation fullt die DNA-Polymerase beginnend an den Primern die
fehlenden Strange mit freien Nukleotiden auf, so dass mit jedem Zyklus die DNA

zwischen den beiden Primern verdoppelt wird.

Ausgewertet wird eine PCR durch eine Agarose-Gelelektrophorese (siehe
Kap.2.2.5.3.).

2.2.9.5. Reverse Transkription Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Setzt man in eine PCR nicht genomische DNA, sondern eine zuvor in einer Reversen

Transkription umgeschriebene cDNA ein, so bezeichnet man dies als RT-PCR.

Da hierbei eine festgelegte Menge mRNA (50ng) in cDNA umgeschrieben wurde,
was zusatzlich durch die Untersuchung der Expression des "housekeeping-Gens"
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verifiziert wurde, erlaubt diese

Methode eine semiquantitative Analyse der Genexpression.

Im Einzelnen wurden folgende Primer mit dem NCBI-Primerprogramm "Primer-Blast
Primer designing tool" selbst entworfen und von der Firma Eurogentec (Koln)

synthetisiert:
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Tab.2.3. Verwendete Primer fir die RT-PCR.

Genname Sequenz Lange PCR-Produkt

GAPDH
"forward" 5-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3 306bp
"reverse” 5-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3

TLR2 endogen
"forward" 5-GCCAAAGTCTTGATTGATTGG-3’ 347bp
"reverse” 5-TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG-3

TLR2HA
"forward" 5-GATGCCTACTGGGTGGAGAA-3’ 356bp
"reverse” 5-AGTCTGGCACATCATAGGGG-3

TLR4 endogen
"forward" 5-TGGATACGTTTCCTTATAAG-3’ 507bp
"reverse" 5-GAAATGGAGGCACCCCTTC-3

TLR4HA
"forward" 5-CCAGGATGAGGACTGGGTAA-3’ 513bp
"reverse” 5-AGTCTGGCACATCATAGGGG-3

Cx43
"forward" 5-GGACATGCACTTGAAGCAGA-3’ 485bp
"reverse” 5’-CAGGAGGAGACATAGGCGAG-3’

Z0-1
"forward" 5-GTCTGCCATTACACGGTCCT-3’ 548bp
"reverse” 5’-GGTCTCTGCTGGCTTGTTTC-3’

Die PCRs zu den einzelnen Primern wurden mit derselben

"HotStar Taq-

Polymerase"” durchgefuhrt, so dass jeweils ein Mastermix nach folgendem Schema

fur die entsprechende Probenanzahl angesetzt wurde:
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Tab.2.4. Mastermix fur die RT-PCR

Reagenz Konzentration | Finale Konzentration | Volumen/Reaktion
PCR-Puffer 10x 1x 2,54l

dNTP Mix 10mM 0,20mM 0,5ul
“forward Primer" 8uM 0,5uM 1,64l
“reverse Primer" 8uM 0,5uM 1,6ul
HotStar Taq Su/pl 0,05u/ul 0,25ul

H.O 19,05l

Der PCR-Puffer wurde mit der Tag-Polymerase mitgeliefert, die dNTPs wurden von

Invitrogen bezogen.

25ul des Mastermix wurden in ein PCR-Tube vorgelegt, 2ul cDNA bzw. 2ul H,O oder
als Kontrolle der Ausgangs-mRNA 2ul mRNA zugegeben. Die PCR wurde dann im

Thermocycler nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

15min 95°C

1min 94°C

32 Zyklen 1min 58°C
1min 72°C

8min 70°C

unendlich 4°C

Fir den Nachweis von Cx43 wurde die Zyklenzahl aufgrund der niedrigen

Genexpression in Caco-2-Zellen auf 37 Zyklen erhoht.

Zur abschlieBenden Auswertung der PCRs wurden Agarose-Gelelektrophoresen der

Proben durchgefuhrt.

2.2.9.6. Quantitative Realtime RT-PCR

Die quantitative Realtime PCR ist eine Amplifikationsmethode flir Nukleinsauren, die

auf dem Prinzip der herkdbmmlichen PCR beruht und zusatzlich die Quantifizierung
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der gewonnenen DNA ermdglicht. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen durchgefihrt, die wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden. Im
Reaktionspuffer fur die Realtime PCR ist ein Fluoreszenzfarbstoff, hier SYBR Green,
enthalten, der in neu synthetisierte DNA interkaliert und auf Anregung fluoresziert.
Diese Fluoreszenz nimmt proportional zur Menge des PCR Produkts zu und wird von

der PCR-Maschine in Echtzeit angezeigt.
Hier wurde das "One Step QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit" der Firma Qiagen

nach Herstellerangaben mit dem "Mastercycler ep realplex” verwendet. Dabei wird
MRNA als Template eingesetzt und in einem ersten Schritt in cONA umgeschrieben,
ehe die eigentliche PCR beginnt. Nach den PCR-Zyklen ist noch eine Schmelzkurve

im Programm inbegriffen, die zur Uberpriifung der GréRe des PCR-Produktes dient.

FUr die Auswertung wurde die Kopienzahl der einzelnen Transkripte berechnet und
ihre relative Konzentration auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen
(Kopienzahl/Kopienzahl GAPDH x 100.000).

In der folgenden Tabelle werden die verwendeten Primer der Firma Qiagen

aufgefuhrt.

Tab.2.5. Verwendete Realtime Primer ("QuantiTect Primer Assays", Qiagen).

Gensymbol | Genspezifitat Primername QuantiTect
Nummer
A2M Alpha-2-Makroglobulin Hs A2M 1 _SG QT00037093
ANXA1 Annexin A1 Hs_ANXA1_1_SG |QT00078197
C3 C3 Hs_C3_2_SG QT01680413
C5 C5 Hs_C5_1_SG QT00088011
cMyc cMyc Hs_MYC_2_SG |QT01878520
COX-2 Cyclooxygenase-2 Hs PTGS2_1_SG |QT00040586
Cx43 Connexin43 Hs_GJA1_1_SG |QT00012684
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat- Hs GAPDH_2 SG|QT01192646
Dehydrogenase
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IL2RG Interleukin 2 Rezeptor Gamma |Hs IL2ZRG_1_SG |QT00000056

STAT3 Signal Transducer and Activator |Hs_STAT3_1_SG |QT00068754
of Transcription

Sl Sucrase-Isomaltase Hs SI 1 SG QT00061474

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor |Hs_TFPI_1_SG QT00086149

2.2.10. Proteinnachweismethoden
2.2.10.1. Herstellung eines Gesamt-Protein-Zelllysates

Adharent wachsende Zellen wurden in ihrem Kulturgefal® auf Eis gestellt und das
Kulturmedium abgesaugt. Um verbliebene Mediumreste zu entfernen wurden die
Zellen mit eiskaltem PBS mit 100pM NasVO, gewaschen. Zellen aus
Suspensionskulturen wurden abgespllt, in ein Zentrifugengefald Uberfihrt und bei
800g fur 5min bei 4°C abzentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt, das Pellet in
eiskaltem PBS + Naz;VOs resuspendiert und erneut bei 800g und 4°C fir 5min

abzentrifugiert.

Nach dem grundlichen Absaugen des PBS wurde die entsprechende Menge
Lysepuffer, dem pro 5ml je eine halbe Tablette Proteaseinhibitor und
Phosphataseinhibitor zugefligt wurde, auf die Zellen gegeben. Pro 100ul Lysepuffer
wurde zusatzlich 1yl PMSF frisch zugegeben. Die Zellen wurden abgeschabt bzw.
das Pellet grundlich resuspendiert, 5min auf Eis weiter inkubiert und in ein
Eppendorfgefaly Uberfuhrt. Das Zelllysat wurde fur 20min bei 14.000g und 4°C
abzentrifugiert, um unlésliche Zellbestandteile zu pelletieren. Der Uberstand wurde
nach der Zentrifugation als Gesamt-Protein-Zelllysat abgenommen und bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C eingefroren. Das Pellet wurde verworfen.

2.2.10.2. Herstellung eines Proteinlysates verschiedener Zell-Kompartimente

Neben der Herstellung eines Gesamt-Protein-Zelllysates wurden mit dem
"ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit" Proteinlysate der verschiedenen
Zellkompartimente gewonnen. Hierbei wurden die Zellen nach Herstellerangaben
schrittweise durch vier verschiedene Lysepuffer lysiert und Proteinextrakte des

Zytosols, von Membranen und Organellen, des Zellkerns und des Zytoskeletts
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gewonnen. Die Proben wurden ebenfalls bis zu ihrer weiteren Verwendung bei
—20°C gelagert.

2.2.10.3. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen samtlicher Zelllysate wurden mit dem "BioRad Protein-
Assay” der Firma Bio-Rad bestimmt. Hierzu wurden 200ul der “Protein-Assay
Substanz” in ein 1ml Eppendorfgefald vorgelegt, 800ul aqua dest. zugegeben und
durch Vortexen grundlich gemischt. Je nach Zelltyp wund erwarteter
Proteinkonzentration wurden 1-10pyl des Proteinlysates zugegeben, nochmals
grundlich vermischt und die Absorption der Proben am Photometer bestimmt.
Aufgrund einer zuvor erstellten Standardkurve wurde die Proteinkonzentration vom

Photometer direkt berechnet und ausgegeben.

2.2.10.4. Western-Blot (Immunoblot)

Der Western-Blot ermdglicht die Identifizierung eines spezifischen Proteins innerhalb
eines Proteingemisches. Das Proteingemisch wird dabei zuerst durch eine
diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese entsprechend der Molekularmasse der
einzelnen enthaltenen Proteine aufgetrennt. Bei einer diskontinuierlichen SDS-
Gelelektrophorese passieren die Proteine zuerst ein Sammelgel, in dem sie zu einer
scharfen Bande fokussiert werden, ehe sie in das eigentliche Trenngel einwandern.
Das Trenngel ist wesentlich kleinporiger als das Sammelgel, so dass durch die
angelegte Spannung kleinere Proteinmolekile schneller durch das Gelnetzwerk
wandern kdnnen, wohingegen grol3ere Proteine zurlickbleiben. Im Anschluss an die
Auftrennung werden die Proteine aus dem Gel auf eine Membran ubertragen
("Blotting"). Nach der Absattigung unspezifischer Bindungsstellen, dem sogenannten
Blockieren, wird die Membran mit dem Antikérper gegen das gewulnschte Protein
inkubiert. Der Nachweis dieser Bindung erfolgt dann durch einen zweiten,
speziesspezifischen Sekundarantikdrper. An diesen Sekundarantikorper ist ein
Enzym gekoppelt, welches dann durch Umsetzung seines Substrates die

Antikoérperbindung visualisiert.

Im Einzelnen wurde das "Xcell SureLock™ Mini-Cell" System mit dem "Xcell II™ Blot
Module”, den "NuPAGE 4-12% Bis-Tris SDS-Page" Gelen und den dazugehdrigen

Puffern der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben benutzt.
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Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden zunachst fur ein 10-Well "4-12% Bis-
Tris Gel" in 30pl mit gleichen Proteinmengen (55-90ug) angeglichen, 10ul NuPAGE
LDS Probenpuffer und 4pyl 1M DTT zugegeben. Fur ein 12-Well Gel wurden
dementsprechend die Proben auf ein Gesamtvolumen von 20ul mit gleicher
Proteinmenge (55-70ug) eingestellt und mit 5ul Probenpuffer und 2ul 1M DTT
versetzt. Die Proben wurden im Anschluss flir eine bessere Linearisierung 2min bei
85°C erhitzt, kurz auf Eis abgekuhlt und direkt auf das Gel geladen. Als
GroRenstandards wurden zusatzlich 6ul "SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard” bzw.
"MagicMark XP Western Protein Standard" auf das Gel gegeben. Abhangig vom
Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins wurde das Gel in 1X MOPS-
Laufpuffer, bzw. bei kleinen Proteinen (< 30kDa) 1X MES-Laufpuffer, bei 160V
zwischen 60 und 120min laufengelassen. Wahrend der Laufzeit wurden die
Schwamme fur den Aufbau der Blotting-Apparatur in Transferpuffer getrankt. Die
PVDF-Membran wurde zunachst fur ca. 5min in Methanol gelegt, ehe auch sie,
ebenso wie zwei Whatmann-Papiersticke, in den Transferpuffer verbracht wurden.
Nach Beendigung der Proteinauftrennung wurde das Gel folgendermalden in die

Blotting-Apparatur eingebracht.

Blotting Schwamm

Blotting Schwamm

Blotting Schwamm

| | = Whatmann Papier

. | Transfer Membran

B Gel

[ | : ) § Whatmann Papier

Ef:f:f:f:f:f:f:§:§:§:§:§:§:§:§:§:§:§:| Blotting Schwamm

hnhnhnnonhnhnnnhn B Blotting Schwamm

Abb.2.1. Aufbau des Blottingmoduls (adaptiert nach "Using the Xcell II™ Blot Module",
Invitrogen).

Das Blottingmodul wurde mit Transferpuffer befullt und zur Kdhlung in die aulere
Kammer aqua dest. eingefullt. Der Transfer auf die Membran erfolgte dann bei 30V in

60-90min. Nach Abbau der Blotting-Apparatur wurde die Membran, abhangig vom
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Erstantikorper, in 25ml Blockierungspuffer fir mindestens 60min bei Raumtemperatur
auf dem Schdttler inkubiert. Die Erstantikérperinkubation erfolgte dann in 2ml Puffer
mit der entsprechenden Konzentration des Antikorpers (siehe Tabelle 2.6.) in einem
50ml Roéhrchen auf einem Rollmischer bei 4°C Uber Nacht. Die Gele wurden mit

"Simply Blue" auf verbliebene Proteine gefarbt (s. Kap.2.2.10.5.).
Am nachsten Tag wurde in drei 5minutigen Waschschritten mit TBST oder PBST

Uberschussiger, ungebundener Erstantikbrper von der Membran entfernt. Im
Anschluss wurde die Membran in 25ml Blockierungspuffer mit 3ul eines
speziesgerichteten, Meerrettichperoxidase- (HRP-) gekoppelten Sekundarantikorpers
(HRP-anti-Maus oder HRP-anti-Kaninchen, beide GE Healthcare) fur 60min auf dem
Schuttler bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Inkubationszeit konnte der
Sekundarantikérper den Erstantikdrper binden und durch die Kopplung des Enzyms
fir die anschlielende chemolumineszente Detektion vorbereiten. Die Membran
wurde erneut dreimal 5min gewaschen und kurz mit Whatmanpapier abgetrocknet.
Fir 1min wurde die Membran in jeweils 3ml zweier enzymatischer
Chemolumineszenzreagenzien (ECL-Reagenzien), die unmittelbar vorher vermischt
wurden, geschuttelt. Nach erneutem Abtrocknen wurde die Membran dann in eine

Rontgenfilm-Entwicklungskassette in Frischhaltefolie eingelegt.

In die Kassette wurden unter Lichtausschluss Filme, abhangig von der Signalstarke,
fur bis zu 25min auf die Membran aufgelegt. Nach ca. 1min in der Rontgen-
Entwicklerlosung, einem kurzen Waschschritt in Wasser und ca. 3min in der
Rontgen-Fixiererlosung, wurden die Filme 10min unter flieRendem Wasser

gewaschen und abschliefend in einem Warmeschrank bei 37°C getrocknet.

Anhand der verwendeten GroRRenstandards konnten die sichtbaren Banden

ausgewertet und zugeordnet werden.

Die Blots wurden dann mit dem EPSON Perfection V750 PRO Scanner eingelesen

und unverandert in die Arbeit eingefiigt.
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Tab.2.6. Western-Blot Erstantikérper und ihre Anwendung.

Antikorper Klon Spezies GrolRRe Bezugsquelle
Spezifitat [kDa]
3-Aktin AC-74 Maus 42 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
BIP/GRP78 40/BiP Maus 78 BD Transduction Lab,
Heidelberg
cMyc 9E10 Maus 62 BD Pharmingen,
Heidelberg
COX-2 5E10/D10 Maus 67-70 Calbiochem,
Darmstadt
Cx43 CX-1B1 Maus 43 Zymed Invitrogen,
Karlsruhe
GAPDH 14C10 Kaninchen 37 Cell Signaling,
Danvers, USA
GAPDH GAPDH- Maus 37 Sigma-Aldrich,
711 Taufkirchen
HA-Tag - Maus - InvivoGen,
Toulouse, F
HA-Tag 6E2 Maus - Cell Signaling,
Danvers, USA
p-STAT3 (Tyr 705) D3A7 Kaninchen| 79, 86 Cell Signaling,
xXp™ Danvers, USA
STAT3 124H6 Maus 79, 86 Cell Signaling,
Danvers, USA
TFF3 - Maus 7,14 Dr. D.K. Podolsky,

Harvard Univ., USA
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Z0-1 Z-RI Kaninchen| ca. 225 Zymed Invitrogen,

Karlsruhe

Antikdrper Spezifitat | Blockierungspuffer | Verdinnung | Antikdrperpuffer
R-Aktin 5% Milch/TBST 1:1000 5% Milch/TBST
BIP/GRP78 5% Milch/TBST 1:500 5% Milch/TBST
cMyc 5% Milch/TBST 1:500 5% Milch/TBST
COX-2 5% Milch/TBST 1:250 5% Milch/TBST
Cx43 5% Milch/TBST 1:500 5% Milch/TBST
GAPDH 5% Milch/TBST 1:2000 5% Milch/TBST
GAPDH 5% Milch/TBST 1:2000 5% Milch/TBST
HA-Tag 5% Milch/PBST 1:250 5% Milch/PBST
p-STAT3 (Tyr 705) 5% Milch/TBST 1:250 5% BSA/TBST
STAT3 5% Milch/TBST 1:1000 5% Milch/TBST
TFF3 5% BSA/TBST 1:50 0,1% BSA/TBST
Z0-1 5% Milch/TBST 1:500 5% Milch/TBST

2.2.10.5. Anfarbung des Western-Blot Gels mit "Simply Blue"

Die Western-Blot Gele konnen mit der "Simply Blue" Substanz, einer abgewandelten
Coomassie-Farbung, auf im Gel verbliebene Proteine angefarbt werden. Diese
Farbung bietet einen ersten Hinweis auf die gleiche Beladung des Gels und die

erfolgreiche Auftrennung der Proteinproben.

Hierzu wurde das Gel mit der "Simply Blue" Substanz bedeckt und fur mehrere
Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schuittler inkubiert, bis sich die Proteinbanden

blau farbten.
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2.2.10.6. Western-Blot reproben

Auf der geblotteten und entwickelten Membran kann nicht nur ein Protein
nachgewiesen werden, sondern bis zu ca. vier verschiedene Proteine nacheinander.
Dies empfiehlt sich vor allem, um eine gleichmaRige Beladung des Gels mithilfe des

"housekeeping-Gens" GAPDH zu uberprufen.

Bevor die Membran mit einem zweiten spezifischen Antikérper inkubiert werden
kann, muss der zuvor gebundene Primar-Sekundar-Antikdrper-Komplex entfernt,
"gestrippt”, werden. Hierfir wurde residuelles ECL mit PBST oder TBST in
wenigstens drei Sminlatigen Waschschritten abgewaschen. Die Membran wurde dann
in 50ml Stripping-Puffer fir 30min bei 55°C unter Schiitteln inkubiert. Es folgten
mehrere, ausgiebige Waschschritte mit TBST bzw. PBST, ehe die Membran mit
einem anderen spezifischen Erstantikdrper Uber Nacht inkubiert (“reprobt”) und

erneut entwickelt wurde.

2.2.10.7. Immunfluoreszenzfarbungen

Zur morphologischen Charakterisierung der Proteinexpression einer Zelle und
Lokalisation des Proteins in der Zelle wurden Immunfluoreszenzfarbungen

durchgefuhrt. Diese beruhen ebenfalls auf Antigen-Antikorper-Bindungen.

Man unterscheidet hierbei eine direkte Immunfluoreszenzfarbung, bei der ein
spezifischer Primarantikorper mit einem Fluorochrom gekoppelt ist, von einer
indirekten Farbung, bei der die Bindung des spezifischen Primarantikorpers mithilfe
eines speziesspezifischen, fluorochromgekoppelten Sekundarantikdrpers

nachgewiesen wird.

Fur beide Farbungen wurden die jeweiligen Zellen auf Poly-D-Lysin beschichteten
Objekttragern ausplattiert und ab einer Konfluenz von ca. 80%, verwendet. Mit
Gefrierschnitten von Geweben wurden ebenfalls indirekte

Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt.

Die Auswertung und Dokumentation der Farbungen erfolgte an einem konfokalen
Laser Scanning Mikroskop und mit der entsprechenden Software (siehe
Kap.2.2.10.10.).
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2.2.10.8. Direkte Immunfluoreszenzfarbung

Direkte Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit dem AlexaFluor® 488-konjugierten
Phospho-Histon H3 und dem AlexaFluor® 555-gekoppelten [-Tubulin Antikérper
nach Herstellerangaben (Protokolle Cell Signaling #9708 und #2116) durchgefihrt.
Entsprechend wurden die Zellen fixiert, gewaschen und zusatzlich permeabilisiert.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit einem Blockierungspuffer abgesattigt und
die Antikorper bei 4°C Uber Nacht unter Lichtausschluss auf den Zellen inkubiert. Im
Anschluss wurde Uberschussiger Antikorper abgewaschen, die Zellen mit einem
DAPI-haltigen Eindeckmedium eingedeckelt, das Praparat mit Nagellack umrandet

und am Laser Scanning Mikroskop innerhalb von 24h ausgewertet.

2.2.10.9. Phalloidin Farbung

Eine andere Methode der direkten Immunfluoreszenzfarbung bietet die
Phalloidinfarbung von filamentésem Aktin. Diese beruht im Gegensatz zu den
anderen aufgeflhrten Farbungen nicht auf einer Antigen-Antikérperbindung. Bei
Phalloidin handelt es sich um ein Toxin des grunen Knollenblatterpilzes Amanita
phalloides, das direkt an filamentdses Aktin bindet. Durch die Kopplung des
Fluoreszenzfarbstoffes AlexaFluor® 647 lasst sich demnach das F-Aktin in der Zelle
fluoreszenzmikroskopisch visualisieren. Die Farbung wurde nach Herstellerangaben
durchgefuhrt.

2.2.10.10. Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenzfarbung ist bis auf einen weiteren
Antikérper ahnlich der direkten Immunfarbung. Hierbei sind die Fixierung, das
Blocken und die Verdunnungen der Antikorper abhangig von eben diesen und

werden in Tabelle 2.7. aufgefuhrt.

Die Zellen wurden zunachst gewaschen, fixiert und gegebenenfalls permeabilisiert,
Gefrierschnitte wurden direkt fixiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch ein
mindestens 60minutiges Blockieren bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
abgesattigt. Die Praparate wurden Uber Nacht bei 4°C und unter Lichtausschluss mit
dem Primarantikérper in der feuchten Kammer inkubiert. Nichtgebundener Antikdrper
wurde im Anschluss in drei 5minutigen Waschschritten abgewaschen. Der

fluoreszenzmarkierte Sekundarantikdorper  wurde  zugegeben und bei
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Raumtemperatur unter Lichtausschluss fir 60min inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fiur 5min wurde das Praparat mit einem DAPI-haltigen Eindeckmedium

eingedeckelt, umrandet und am Laser Scanning Mikroskop ausgewertet.

Tab.2.7. Erstantikdrper fur die indirekte Immunfarbung und ihre Anwendung.

Antikdrper Spezifitat |Klon Spezies |Bezugsquelle

Cx43 CX-1D1 Maus Zymed Invitrogen,
Karlsruhe

HA-Tag 6E2 Maus Cell Signaling,

Danvers, USA

IgG Kontrolle Maus Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

IgG Kontrolle Kaninchen| Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

"Lucifer yellow" A5750 | Kaninchen | Molecular Probes Invitrogen,
Karlsruhe

Pan-Zytokeratin H-240 Maus Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

TFF3 HM 5119 | Kaninchen Dr. D.K. Podolsky,

Harvard University, USA

Z0-1 61-7300 |Kaninchen Zymed Invitrogen,

Karlsruhe
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Antikorper Fixierung Blockierungspuffer |[Verdinnung

Spezifitat

Cx43 Azeton, 1Tmin —20°C 1% Ziegenserum/PBS | 1:50 in PBS

HA-Tag 4% Pfa, 10min Raum-|10% 1:50 in
temperatur, Ziegenserum/TBS 1%
permeabilisieren mit BSA/TBS
0,2% Triton/TBS

"Lucifer yellow" 2% Pfa, 30min Raum-|Kein Blocken 1:50 in PBS
temperatur 1h 37°C

Pan-Zytokeratin | Azeton, 1min —20°C 1% Ziegenserum/PBS | 1:50 in PBS

TFF3 4% Pfa, 10min Raum-|10% 1:50 in
temperatur, Ziegenserum/TBS 1%
permeabilisieren mit BSA/TBS
0,2% Triton/TBS

Z0-1 Azeton, 1Tmin —20°C 1% Ziegenserum/PBS | 1:50 in PBS

Tab.2.8.Sekundarantikorper fir die indirekte Immunfarbungen und ihre

Anwendungen.

Antikdrper Spezifitat | Gekoppeltes Fluorochrom | Verdinnung | Bezugsquelle
Ziege-anti-Kaninchen |FITC 1:100 in PBS | Jackson Immuno-
Research
Laboratories
Ziege-anti-Kaninchen | Cy5 1:100 in PBS | Jackson Immuno-
Research
Laboratories
Ziege-anti-Maus AlexaFluor® 488 1:100 in PBS | Invitrogen




2. Material und Methoden 74

2.2.10.11. Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen am Laser Scanning

Mikroskop

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden nach dem Eindeckeln innerhalb der
nachsten 24h am konfokalen Laser Scanning Mikroskop Zeiss Axiovert 100M —
LSM510 dokumentiert und mit der Zeiss LSM Image Browser Software ausgewertet.
Dabei wurden die Multitrack Option des Mikroskops und ein sequenzielles Scannen
fir jeden einzelnen Kanal benutzt. Damit wird ein mdgliches Uberlappen der
einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe und Kanale rechnerisch ausgeglichen und

kompensiert.

Bei gleichen Farbungen wurden alle Bilder unter identischen Bedingungen und
Einstellungen aufgenommen. Pro Praparat wurden mehrere Areale dokumentiert. Ein
Unterschied zwischen den Praparaten wurde dann als signifikant erachtet, wenn
mehr als 70% des Bildausschnittes den beobachteten Effekt zeigten.
Kontrollexperimente wurden jeweils mit einer IgG-Isotypen-Kontrolle und ohne
Primarantikdrper durchgeflihrt. Die Isotypen-Kontrollen wurden dabei in der gleichen
Konzentration wie der zugehorige Primarantikorper eingesetzt. Alle Versuche wurden
mindestens dreimal wiederholt. Die hier dargestellten Abbildungen sind mit Hilfe der
Zeiss LSM Image Browser Software standardisiert pseudokoloriert und Uber die

Adobe Photoshop Software unverandert in die Arbeit eingefiigt worden.

2.2.10.12. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Neben der Proteindetektion im Western-Blot und der Untersuchung der
Proteinlokalisation in der Zelle durch eine Immunfluoreszenzfarbung kann die
Proteinexpression bzw. Proteinsekretion einer Zelle mithilfe des ELISA quantitativ

bestimmt werden.

Es gibt verschiedene Formen des ELISA, wobei hier der sogenannte "Sandwich-
ELISA" verwendet wurde. Wie auch die anderen ELISAs bedient sich diese Methode
eines Enzyms als Marker und beruht auf Antigen-Antkorperbindungen. Ein
sogenannter Fangerantikorper ist hierbei auf eine 96-Well-Platte gebunden worden,
der aus einem Zelllysat oder auch Zelliberstanden sein spezifisches Antigen bindet.
Nach einigen Waschschritten wurde ein HRP-gekoppelter Detektionsantikorper
zugegeben, der den Antigen-Antikdrper-Komplex zuséatzlich bindet. Uberschissiger

Detektionsantikorper wurde erneut abgewaschen und der ELISA durch Zugabe eines
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TMB (3,3',5,5’-Tetramethylbenzidin)-Substrates  colorimetrisch  entwickelt. Die
Farbreaktion wurde nach einer definierten Zeit durch die Zugabe von Schwefelsaure
als Stopplosung beendet. Der ELISA wurde im Photometer gemessen und
ausgewertet, wobei anhand des umgesetzten Substrates und einer essentiellen

Standardkurve die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben bestimmt wurden.

Im Einzelnen wurden ein "Alpha-2-Macroglobulin-ELISA", ein "Tissue Factor
Pathway Inhibitor-ELISA", sowie ein "C3a-" und ein "Cba-ELISA" jeweils nach
Herstellerangaben mit Zellkulturiberstanden (siehe Kap.2.2.7.) der TLR4-Klone
durchgefuhrt. Dabei wurden in jedem Ansatz sowohl die Standardkurve als auch die

einzelnen Proben im Duplikat eingesetzt.

2.2.11. Nachweis der Proliferation (BrdU-Assay)

Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Basenanalogon zu Thymidin und kann stattdessen
in neu synthetisierte DNA eingebaut werden. Dementsprechend ist die Menge an
eingebautem BrdU mit der Proliferation bzw. der Teilungsrate der Zelle
gleichzusetzen. In diesem BrdU-Assay wird das eingebaute BrdU mit Hilfe eines

colorimetrischen ELISAs der Firma Roche nachgewiesen.

Hierzu wurden pro TLR-Klon bzw. untransfizierte Caco-2-Zellen als Kontrollen 10.000
Zellen in 100pyl Medium pro Well einer unbeschichteten 96-Well-Platte im
Sechsfachansatz fur drei verschiedene Zeitpunkte (ca. 19h, 43h, 67h) ausplattiert.
Normales Wachstumsmedium der Caco-2-Zellen und Selektionsmedium dienten als
Mediumleerwerte. Jeweils 18-20h vor der Entwicklung des BrdU-ELISA wurde die
BrdU-Losung in Wachstumsmedium 1:100 verdunnt und 10ul dieser Lésung pro Well
zugegeben. Nach einer ca. 18-20stlndigen Inkubation im 37°C Inkubator mit 5% CO,
wurde der ELISA entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt und ungestoppt
bei 660nm mit einer Referenzwellenlange von 490nm im ELISA-Reader gemessen.
Fir die Auswertung wurde der Mittelwert der Medium-Leerwerte gebildet und von

den Messwerten der verschiedenen TLR-Klone subtrahiert.

2.2.12. Nachweis der metabolischen Aktivitat von Zellen

Der Nachweis der metabolischen Aktivitat der Zellen wurde mit dem "CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation"-Assay nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Dieser Assay beruht auf einer colorimetrischen Methode zur Bestimmung der
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lebenden, metabolisch aktiven Zellen. Dabei wurde eine stabile wassrige Losung aus
einem MTS Tetrazoliumsalz und dem Stabilisator PES (Phenazin Ethosulfat) direkt
auf die Zellkultur gegeben. Wahrend der Inkubationszeit von 4h im
Zellkulturinkubator wird das MTS Tetrazolium von den Zellen in ein gefarbtes
Formazan reduziert, was wiederum im Kulturmedium Idslich ist. Katalysiert wird diese
Reaktion von NADPH und NADH, die von Dehydrogenasen in metabolisch aktiven
Zellen gebildet werden.

Fur die Messung der metabolischen Aktivitat wurden je 10.000 Zellen der TLR-Klone
bzw. Caco-2-Zellen pro Well einer 96-Well-Flachbodenplatte im Sechsfachansatz fur
drei verschiedene Messzeitpunkte (ca. 20h, 43h, 67h) in 100ul Medium ausplattiert.
Zusatzlich wurden 6 Wells als Leerwertkontrolle nur mit dem jeweiligen Medium
belegt. Jeweils 4h vor den Messzeitpunkten wurde die MTS-Losung des Kits
entsprechend der Herstellerangaben zu den Zellen gegeben und die Zellen wurden
bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Nach der vierstundigen Inkubation wurde die Reaktion durch die Zugabe einer
10%igen SDS-Losung gestoppt. Die Platte wurde bei einer Absorption von 490nm
und einer Referenzwellenlange von 660nm im ELISA Reader gemessen. Die
gemessene Absorption entspricht der Menge des gebildeten I6slichen
Formazanproduktes und ist dadurch direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen in
der Kultur. Fur eine genauere Auswertung wurden Mediumleerwerte von den

Messwerten der Zellen subtrahiert.

2.2.13. Messung des transepithelialen Widerstandes (TER)

Caco-2-Zellen kénnen auf einem Zellkulturinsert mit einer PET-semipermeablen
Membran mit einer PorengroRe von 0,4um innerhalb von drei Wochen Kultur zu
einem geschlossenen, funktionellen Epithel mit klar polarisierten Zellen
ausdifferenzieren. Das intestinale Epithel bildet somit eine Barrierefunktion aus, die
man mit der Messung des transepithelialen Widerstandes (TER) quantifizieren kann
[24].

Hierzu wurden aus je einer konfluenten T75 Kulturflasche mit Caco-2-Zellen bzw.
den TLR2-Klonen die Zellen abgel6st, abzentrifugiert und in 25ml Medium
aufgenommen, wovon pro Insert 2ml ausplattiert wurden. Unter das Insert wurden in

die 6-Well-Platte ebenfalls 2ml Medium gegeben. Pro Zellklon wurden 6 Inserts
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ausgesat. Das Medium wurde Uber einen Zeitraum von drei Wochen alle 3-4 Tage
gewechselt, wobei der letzte Mediumwechsel ca. 24h vor Messung des TER
stattfand.

Fur die TER Messungen wurde das "Millicell-ERS epithelial vol/ohm meter"” der Firma
Millipore nach Herstellerangaben verwendet, wobei die Elektroden nach jeder
Messung mit warmem Medium gewaschen wurden. Nach Subtraktion des
Mediumleerwertes und des Filterwiderstandes wurden die TER Werte auf die

MembrangroRe umgerechnet und als Q - cm? ausgedriickt.

2.2.14. Matrigel®-Invasionsversuch

Matrigel® ist ein l6sliches Basalmembran-Extrakt aus Engelberth-Holm-Swarm-
Sarkomen bei Mausen. Es enthalt u.a. Laminin, Kollagen Typ IV,
Heparansulfatproteoglykan und Entaktin und stellt somit eine komplexe extrazellulare
Umgebung dar, wie man sie in vielen Geweben findet [92]. Durch Beschichtung einer
Transwell-Membran mit Matrigel® wird die Basalmembran im Modell nachgebaut und

kann fur Untersuchungen des Invasionsverhaltens von Zellen eingesetzt werden [7].

Hier wurden Matrigel®-beschichtete BD Biocoat Zellkulturinserts mit 8um
PorengroRe verwendet, die vor Versuchsbeginn rehydriert und im Zellkulturinkubator

vorgewarmt wurden.

Caco-2-Zellen und die drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G
wurden mit den gleichen Zellzahlen wie fur die Gewinnung von mRNA, Protein und
konditioniertem Medium ausplattiert. Berechnet auf die Wachstumsflache des
Matrigel®-Inserts entsprach dies 1,3x105 Zellen, die in 2ml Medium auf das Insert
ausgesat wurden. Unter das Matrigel®-Insert wurden ebenfalls 2ml Medium in die 6-
Well-Platte gegeben. Die Zellen wurden fur 8 Tage kultiviert, wobei an Tag 3 und Tag
7 das Medium gewechselt wurde, ehe die Inserts an Tag 8 durch eine

Kristallviolettfarbung auf Invasion untersucht wurden.

In manchen Versuchsansatzen wurde sowohl zu den Zellen als auch in das untere
Kompartiment an Tag eins und bei jedem Mediumwechsel 200nM Cox-2 Inhibitor,
100uM STAT3-Inhibitor bzw. DMSO als Losungsmittelkontrolle zugegeben.
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2.2.15. Kristallviolettfarbung der Matrigel®-Inserts

Die Auswertung des Matrigel®-Invasionsversuches erfolgte durch die
Kristallviolettfarbung der eingewanderten Zellen auf der Unterseite des Matrigel®-
Inserts [150].

Hierzu wurde das Insert aus der Zellkulturplatte entfernt und sowohl die oben
angewachsenen Zellen als auch verbliebenes Medium aus der oberen Kammer
wurden mit einem Wattestabchen grundlich entfernt. Das Insert wurde zur Fixierung
fur 15min in 2ml Methanol in eine frische 6-Well-Platte Uberfuhrt. Im Anschluss wurde
das Insert in eine weitere 6-Well-Platte mit 2ml Kristallviolett-Farbelésung gesetzt
und fiir 15min inkubiert. Uberschussige Kristallviolett-Farbeldsung wurde mit reichlich
aqua dest. entfernt und die Matrigel®-Inserts wurden invertiert und getrocknet. Die
Matrigel®-beschichtete Membran der |Inserts wurde aus dem Insert
herausgeschnitten und mit der Unterseite nach oben auf einen Objekttrager gelegt
und eingedeckelt. Ein invasives Wachstum der Zellen konnte am Lichtmikroskop
bestimmt werden, wobei eingewanderte Zellen durch die Farbung lila sichtbar

wurden.

2.2.16. "Scrape wounding Assay"

Mit dem “Scrape Wounding Assay” kann die Zell-Zell-Kommunikation Uber “gap
Jjunctions” nach einer Verwundung und damit auch die Fahigkeit zu einer
erfolgreichen Wundheilung von Zellen dargestellt werden. Dabei wird ein
fluoreszierender Farbstoff, "Lucifer yellow", durch Verletzung der Zellen in diese
eingebracht. Aufgrund seines geringen Molekulargewichtes kann "Lucifer yellow" bei
funktionierender Zell-Zell-Kkommunikation durch die "gap junctions” von Zelle zu Zelle

weiter transportiert werden [47].

Caco-2-Zellen bzw. die beiden TLR2-Klone TLR2-FL und TLR2-R753Q wurden auf
Kollagen-I-beschichteten 1-Well-Objekttragern in 500ul Medium ausplattiert. Nach
Erreichen der Konfluenz wurde am Vortag des Versuches das Wachstums- bzw.
Selektionsmedium ein letztes Mal gewechselt. Die Halfte der angesetzten Zellen
wurde dann mit 20ug/ml PCSK fur 8min stimuliert, die andere Halfte unstimuliert
belassen. Nachdem alle Zellen einmal mit 37°C warmem PBS ohne Kalzium und
Magnesium gewaschen wurden, wurde 0,05% "Lucifer yellow" in PBS in die Wells

gegeben und der Monolayer durch eine Rasierklinge eingeschnitten. Die Zellen
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wurden dann fir 8min im Zellkulturinkubator inkubiert, Uberschussiges “Lucifer
yellow" abgewaschen und die Zellen in 2% Paraformaldehyd fur 30min bei

Raumtemperatur fixiert.

Fir eine Verstarkung des Signals wurde im Anschluss eine indirekte
Immunfluoreszenzfarbung gegen "Lucifer yellow" durchgefuhrt. Die Praparate
wurden dann mit einem Deckelmedium mit DAPI eingedeckelt und auf die

Ausbreitung des “Lucifer yellow" am Laser Scanning Mikroskop untersucht.

2.2.17. Untersuchung der Restitution durch Migration

Zu einer effektiven Wundheilung gehort eine schnelle Restitution der Zellen am
Wundrand, um in die Wunde zu migrieren und diese zu verschliel3en. In diesem
Versuch wurde untersucht, ob die beiden TLR2-Klone TLR2-FL und TLR2-R753Q im
Vergleich zu Caco-2-Zellen Faktoren sekretieren, die die Restitution beeinflussen
[44, 115].

Hierzu wurden IEC-6-Zellen in ihrem Wachstumsmedium auf 2-Well-Objekttragern
kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde der Monolayer mit einer sterilen
Rasierklinge eingeschnitten und fur weitere 20h in frischem Medium mit 0,1% FCS
mit oder ohne weitere Proteinzusatze (jeweils 50ug/ml) kultiviert. Diese Proteine
wurden aus dem konditionierten Medium von naiven Caco-2-Zellen, dem TLR2-FL-
oder dem TLR2-R753Q-Klon gewonnen. Zusatzlich wurde rekombinantes humanes
TFF3 als Positivkontrolle eingesetzt. Die Migration in die Wunde wurde durch eine
Phalloidin-Alexa-Fluor-647 (siehe Kap. 2.2.10.8.) und DAPI Farbung sichtbar

gemacht und am Laser Scanning Mikroskop ausgewertet.

Hierbei wurden die einzelnen Klone und Bedingungen jeweils im Duplikat angesetzt
und pro Objekttrager mehrere Wundrander zufallig ausgewertet und die

eingewanderten Zellen gezahlt.

2.2.18. Xenograft-Modell

Im Xenograft-Modell mit CD1 Nacktmausen kann die in vivo Tumorentstehung von
untransfizierten Caco-2-Zellen [42] und den drei TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399I
und TLR4-D299G untersucht werden.
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Gemal des Tierschutzgesetzes Uber Versuche an lebenden Tieren wurde ein Antrag
beim Landesamt fur Natur-, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen
gestellt. Das Versuchsvorhaben wurde am 12.10.2009 unter dem Aktenzeichen 8.87-
50.10.37.09.255 genehmigt (verantwortlicher Versuchsleiter: Prof. Dr. med. E. Cario).

CD1nu/nu-Mause (weiblich) wurden von Charles River (Sulzfeld) kommerziell
erworben. Die Tiere wurden unter SPF-Bedingungen (Helicobacter- und MNV-frei) im
Zentralen Tierlaboratorium des Universitatsklinikums Essen mit einem Tag/Nacht-
Rhythmus von 12h im selben Raum gehalten. Die Tiere erhielten autoklaviertes

Wasser und autoklaviertes Futter ad libitum und wurden in Filtertop-Kafigen gehalten.

Bei den CD1nu/nu-Mausen wurden in Alter von 5 Wochen die Caco-2-Klone TLR4-
D299G oder TLR4-T399I oder die Kontrollen TLR4-FL oder untransfizierte Caco-2-
Zellen in Isofluran-Anasthesie implantiert: Dazu wurden jedem Versuchstier einmalig
1 x 10° in 200ul Matrigel™/PBS (1:1) geldste Tumorzellen der Klons oder der
Kontrollen in die linke Flankenregion subkutan injiziert (n=3-4 Tiere pro Klon oder
Kontrolle). Einen Tag vor Implantation bzw. jeden flnften Tag nach Implantation bis
Versuchsende wurde den Mausen ein blockierender Antikorper gegen Naturliche
Killerzellen (NK-Zellen) (anti-Asialo GM1) parallel intraperitoneal appliziert (0.5mg in
500ul PBS) [71]. Wahrend der Versuchszeit wurden die Mause taglich auf mdgliche
pathologische = Veranderungen des  Verhaltens, einsetzende  Kachexie,
Bewegungseinschrankungen, Apathie sowie lokale Veranderungen an der
Implantationsstelle untersucht. Die GroRe des Tumors wurde in mindestens
zweitagigen Abstanden kontrolliert und mit einer Schieblehre in zwei Dimensionen
gemessen. Bei Versuchsende wurden die Tiere durch Zervikaldislokation in tiefer
Isofluran-Anasthesie getotet und die Bauchwandtumoren entnommen. Diese wurden
in Tissue-Tek O.C.T.™ Compound eingebettet und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Bis zur spateren Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die

Tumore bei —80°C eingefroren.

2.2.19. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Gefrierschnitte der Xenografttumoren wurden arbeitsgruppenintern von Dipl. Biol.
Birgit Ey angefertigt. Im Einzelnen wurden mit einem Kryotom Gefrierschnitte mit
einer Dicke von 7um angefertigt und auf einem Objekttrager aufgenommen. Bis zu

einer spateren Farbung wurden die Schnitte bei —20°C aufbewabhrt.
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2.2.20. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H/E-Farbung)

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist ein Farbeverfahren der Histologie und dient der
Unterscheidung verschiedener Gewebestrukturen. Hamatoxylon ist ein natlrlicher
Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Um seine farbende Eigenschaft zu entwickeln
muss er zu Hamalaun aufbereitet werden. Hamalaun farbt die sauren, bzw.
basophilen Strukturen an, insbesondere Zellkerne und das Endoplasmatische
Retikulum. Eosin hingegen ist ein synthetischer Farbstoff, der alle basischen,

eosinophilen Strukturen, wie die Zellplasmaproteine, rot farbt.

Die Gefrierschnitte der Xenografttumoren wurden ebenfalls arbeitsgruppenintern von
Dipl. Biol. Birgit Ey mit dem "Shandon Rapid-Chrome™ Frozen Section Staining Kit"
gefarbt. Die Herstellerangaben des Kits wurden dabei optimiert. Die Schnitte wurden
zunachst 3min fixiert und mit aqua dest. gewaschen. Es folgte die 3minutige Farbung
mit der Hamytoxylinlésung des Kits und ein Waschschritt in aqua dest.. Nach
mehrmaligem Eintauchen in ein "Blueing Reagenz" wurden die Objekttrager
gewaschen und fur 30sec in Eosinlésung gefarbt. Anschlieliend wurden die Schnitte
je zweimal fur 4min in 96%igem und 100%igem Ethanol dehydriert. Die Objekttrager
wurden in "Xylene Substitute” getaucht und damit fixiert. Zur langeren Haltbarkeit
wurden die gefarbten Schnitte mit CitraMount™ Deckelmedium eingedeckelt und am

Lichtmikroskop beurteilt.

2.2.21. Statistik

Soweit nicht anders angegeben, sind alle Daten als arithmetischer Mittelwert + SEM
aufgefuhrt. Statistische Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad Prism Software
Version 4 (GraphPad, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Statistische Signifikanz
wurde mit dem zweiseitigen, nicht gepaarten Student’s t-Test ermittelt und ab einem

Wert von p < 0,05 als signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Uberprifung der Plasmidpraparationen auf ihr Insert
3.1.1. TLR2-Plasmide

Vor dem Einsatz in den Transfektionsversuchen wurden die praparierten Plasmid-
DNAs mittels Restriktionsverdau auf ihr jeweiliges Insert Uberpruft. Hierzu wurden fur
die DNA der TLR2-Vektoren pUNO-TLR2-FL und pUNO-TLR2-R753Q (InvivoGen)
die Restriktionsenzyme Agel und Nhel verwendet. Diese schneiden die Plasmid-
DNA insgesamt dreimal, und zwar an Position 89, 552 und 2959. Somit entstehen
drei Fragmente des Vektors mit den Langen 463bp, 2407bp und 2445bp.

In Anhang 6.1. ist die Vektorkarte von pUNO-TLR2-FL der Firma InvivoGen mit den
eingezeichneten Schnittstellen der beiden verwendeten Restriktionsenzyme
dargestellt. pUNO-TLR2-R753Q zeigt das gleiche Schnittmuster der Enzyme. Die
Schnittstellen lagen nicht im Bereich der Punktmutation. Der Sequenzausschnitt

dieser Mutation ist ebenfalls in Anhang 6.1. prasentiert.

Zusammenfassend demonstrierten die praparierten TLR2-Plasmide nach
Restriktionsverdau das erwartete Insert, und sie konnten somit in den

Transfektionsversuchen eingesetzt werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.2. TLR4-Plasmide

Bei den Plasmiden pUNO-TLR4-FL, pUNO-TLR4-T3991 und pUNO-TLR4-D299G
wurden zur Uberpriifung der DNA die beiden Restriktionsenzyme Nhel und BspHI
eingesetzt. Auch diese Enzyme schneiden die Vektoren dreimal, an den Positionen
456, 569 und 3091, so dass drei Fragmente mit 1448bp, 1476bp und 2522bp
entstehen. Die Schnittstellen lagen nicht im Bereich der Punktmutationen. Anhang
6.2. zeigt die Vektorkarte von TLR4-FL der Firma InvivoGen und Sequenzausschnitte
der mutierten Vektoren TLR4-T399I und TLR4-D299G.

Zusammenfassend demonstrierten die praparierten TLR4-Plasmide nach
Restriktionsverdau das erwartete Insert und konnten somit in den

Transfektionsversuchen eingesetzt werden (Daten nicht gezeigt).
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3.2. Uberprifung der stabilen Transfektionseffizienz

Durch die stabile Transfektion der verschiedenen Plasmide pUNO-TLR2-FL, pUNO-
TLR2-R753Q, pUNO-TLR4-FL, pUNO-TLR4-T399] und pUNO-TLR4-D299G in die
intestinale Epithelzelllinie Caco-2 entstanden verschiedene Zelllinien. Diese

transgenen Zelllinien werden im folgenden als Klone bezeichnet.

Die verschiedenen TLR2-FL- und TLR4-FL-Klone, sowie die Klone der
dazugehdrigen Mutanten TLR2-R753Q, TLR4-T3991 und TLR4-D299G wurden
vergleichend sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene auf die Expression der
Transgene untersucht. Dementsprechend wurde pro Rezeptor bzw. Mutante je ein

Klon ausgewahlt, der in allen weiteren Versuchen eingesetzt wurde.

3.2.1. TLR2-Klone
Insgesamt wurden 13 TLR2-FL- und 10 TLR2-R753Q-Zelllinien erzeugt. In mehreren

Vorversuchen wurden alle Zelllinien auf Proteinebene auf ihre Expression des
Transgens untersucht (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die
Zelllinien TLR2-FL 43#4/6 und TLR2-R753Q 48#9 mit semiquantitativer RT-PCR
(Abb.3.1.A), Western-Blot (Abb.3.1.B) und Immunfluoreszenzfarbung (Daten nicht
gezeigt) weiter untersucht.

TLRZHA
TLR2 endogen

GAPDH
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Abb.3.1. Gen- und Proteinexpression von TLR2HA, endogenem TLR2 und GAPDH in den TLR2-
Klonen.

(A) Untransfizierte Caco-2-Zellen, transient mit pUNO transfizierte Caco-2-Zellen und die stabilen
Klone TLR2-FL und TLR2-R753Q wurden auf mRNA-Expression von TLR2HA und endogenem TLR2
untersucht. GAPDH wurde zusatzlich als Kontrolle amplifiziert, um nachzuweisen, dass in die Reverse
Transkription gleiche mRNA-Ausgangsmengen eingesetzt wurden. Die Wasser- und mRNA-Kontrollen
dienten zur Uberpriifung der reversen Transkription und RT-PCR auf Kontaminationen.

(B) Die Transfektionseffizienz wurde ebenfalls durch die Expression HA-markierter Proteine im
Western-Blot nachgewiesen. Die Membran wurde im Anschluss als Ladungskontrolle mit einem anti-
GAPDH Antikorper Uberpriift.

Die negativen Wasser- und mRNA-Kontrollen zeigten, dass sowohl die Reverse
Transkription als auch die semiquantitative RT-PCR ohne DNA-Kontaminationen
durchgefuhrt wurden. Gleiche Signalstarken in der GAPDH-PCR belegten den
Einsatz gleicher cDNA Mengen in der Reversen Transkription und der RT-PCR. Der
Nachweis von TLR2HA in beiden eingesetzten Zelllinien zeigte die erfolgreiche
stabile Transfektion (Abb.3.1.A) auf MRNA-Ebene.

Die Expression der HA-markierten TLR2-Rezeptoren wurde auf Proteinebene im
Western-Blot (Abb.3.1.B) und in Immunfluoreszenzfarbungen (Daten nicht gezeigt)
bestatigt und ist vergleichbar mit Ergebnissen anderer Transfektionsstudien [121] .
Im weiteren Verlauf der folgenden Untersuchungen wurden die beiden
charakterisierten Zelllinien eingesetzt, wobei TLR2-FL 43#4/6 als TLR2-FL-Klon und
TLR2-R753Q 48#9 als TLR2-R753Q-Klon bezeichnet wird.

3.2.2. TLR4-Klone
Insgesamt wurden 11 TLR4-FL-, 18 TLR4-T399I- und 7 TLR4-D299G-Zelllinien

erzeugt und in verschiedenen Vorversuchen auf ihre HA-markierte TLR4-
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Proteinexpression untersucht (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Vordaten
wurden die Zelllinien TLR4-FL 55#5/3, TLR4-T399I 46 Mix 1 und TLR4-D299G 47#7
ausgewahlt und mit semiquantitativer RT-PCR (Abb.3.2.A), Western-Blot (Abb.3.2.B)

und Immunfluoreszenzfarbung (Abb.3.2.C) weiter charakterisiert.
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TLR4-FL Klon 55#5/3 TLR4-FL Klon 55#5/3

TLR4-T399I Klon 46 Mix1 TLR4-D299G Klon 47#7

Abb.3.2. Uberprifung der Expression der Transgene der TLR4-Klone durch semiquantitative
RT-PCR (A), Western-Blot (B) und Immunfluoreszenzfarbung (C).

(A) Untransfizierte Caco-2-Zellen, mit pUNO transient transfizierte Caco-2-Zellen, eine stabile TLR4-
FL-Zelllinie (55#5/3), sowie je eine stabile Zelllinie der Mutanten TLR4-T399I (46 Mix 1) und TLR4-
D299G (47#7) wurden mittels RT-PCR auf die Genexpression von TLR4HA und endogenem TLR4
untersucht. GAPDH wurde zusatzlich als Kontrolle amplifiziert, um nachzuweisen, dass in die Reverse
Transkription gleiche mRNA-Ausgangsmengen eingesetzt wurden. Die negativen Wasser- und
mRNA-Kontrollen belegten, dass sowohl die Reverse Transkription als auch die PCR ohne DNA-
Kontaminationen durchgefiihrt wurden.

(B) Die Transfektionseffizienz wurde ebenfalls durch die Expression funktioneller, HA-markierter
Proteine im Western-Blot nachgewiesen. Der Blot wurde im Anschluss als Ladungskontrolle mit einem
anti-GAPDH Antikorper Uberprift.

(C) Die Immunfluoreszenzfarbung fur HA (AlexaFluor® 488, griin) bestatigte die vergleichbare
Expression der Transgene der einzelnen TLR4-Klone. Die Zellkerne sind hier mit DAPI blau
dargestellt. Die Isotypkontrolle (Maus IgG) demonstriert die spezifische Detektion des HA-Tags. Pro
Zellklon ist jeweils ein reprasentativer Bildausschnitt gezeigt, der unter gleichen Bedingungen
aufgenommen worden ist (40x/1,3, Ol, Scan Zoom 1,0).

Der Nachweis von TLR4HA-mRNA in der semiquantitativen RT-PCR zeigte die
erfolgreiche stabile Transfektion der TLR4-Zelllinien (Abb.3.2.A). Die mRNA-

Expression von endogenem TLR4 war dabei in untransfizierten Caco-2-Zellen unter
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diesen Zellkulturbedingungen sehr niedrig. In genomischer DNA untransfizierter

Caco-2-Zellen ist TLR4 nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Die RT-PCR zeigte dabei keine Kontaminationen, da sowohl in der Wasser- als auch
in der mRNA-Kontrolle keine Banden sichtbar waren. Den Einsatz gleicher cDNA-
Mengen in der Reversen Transkription und der RT-PCR belegten gleiche
Signalstarken in der GAPDH-PCR.

Die Expression der Transgene aus der RT-PCR wurde auf Proteinebene im Western-
Blot (Abb.3.2.B) und in Immunfluoreszenzfarbungen (Abb.3.2.C) bestatigt. Dabei
demonstrierten die stabil transfizierten TLR4-Zelllinien eine Doppelbande, die
wahrscheinlich durch Glykosylierung des Rezeptors zustande kam [40]. Die HA-
markierten, stabil transfizierten TLR4-Rezeptoren waren in der
Immunfluoreszenzfarbung hauptsachlich an der Zelloberflache lokalisiert, welches

der nativen Morphologie von endogenem TLR4 entspricht [23].

Zusammenfassend war die HA-Expressionsstarke in der RT-PCR, im Western-Blot
und in den Immunfluoreszenzfarbungen zwischen den drei ausgewahlten Klonen

vergleichbar.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wird die TLR4-FL-Zelllinie 55#5/3 als TLR4-FL-Klon,
TLR4-T399I-Zelllinie 46 Mix1 als TLR4-T399I-KLon und TLR4-D299G Zelllinie 47#7
als TLR4-D299G-Klon bezeichnet.

Mit dem leeren Grundvektor pUNO transient transfizierte Caco-2-Zellen wurden
aufgrund der unterschiedlichen Versuchsbedingungen im weiteren Verlauf der Arbeit

nicht weiter eingesetzt.

3.3. Untersuchungen zum Einfluss von TLR2 und der TLR2-Variante R753Q auf

die Homoostase und Restitution der intestinalen Epithelbarriere

Die funktionelle Intaktheit der intestinalen epithelialen Immunbarriere ist von
entscheidender physiologischer Bedeutung zur effizienten Aufrechterhaltung der
mukosalen Homoostase. Differenzierung und Permeabilitat, Proliferation,
metabolische Aktivitat, Zell-Zell-Kommunikation und Restitution spielen gemeinsam
eine entscheidende Rolle in der Regulation der Barriereintegritat des intestinalen

Epithels. Die modulierenden Einflisse von TLR2 und der Colitis ulcerosa-relevanten
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Variante TLR2-R753Q auf diese zentralen Mechanismen der intestinalen epithelialen

Barrierefunktion wurden im Folgenden hier untersucht.

3.3.1. Differenzierung

Caco-2-Zellen konnen in vitro in ein geschlossenes, funktionelles Epithel
ausdifferenzieren. Die Permeabilitat ist dabei ein Mal3 flr die Barriereintegritat des
Epithels. Das Ausmal® der basalen Differenzierung bzw. die Veranderung der
Permeabilitdt wurden durch Messung des transepithelialen Widerstandes (TER)
nachgewiesen. Dabei steigt der TER mit der Ausdifferenzierung der Zellen und

zunehmender Stabilitat des Epithels an.

TLR2 spielt eine wichtige Rolle dabei, die Barrierefunktion aufrechtzuerhalten.
Stimulation mit dem spezifischen TLR2-Liganden PCSK starkt die Barriereintegritat

und vermindert die Barrierepermeabilitat in akuter Colitis [24] [28].

Im Folgenden wurde der Einfluss von TLR2-FL bzw. der TLR2-R753Q-Mutation auf
1) die basale Ausdifferenzierung und 2) auf akute Veranderungen der Permeabilitat
in An- bzw. Abwesenheit des spezifischen TLR2-Liganden PCSK in intestinalen

Epithelzellen, untersucht.

Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR2-Klone TLR2-FL und TLR2-R753Q
wurden in drei Wochen Kultur auf Zellkultureinsatzen ausdifferenziert. Der TER der
einzelnen Zellklone, in An- bzw. Abwesenheit des spezifischen TLR2-Liganden
PCSK, wurde anhand des transepithelialen Widerstandes (TER) bestimmt und
ausgewertet. Die Zellen wurden sowohl apikal als auch basal mit 20ug/ml PCSK
stimuliert und der TER nach 30, 60, 120 und 180 Minuten gemessen.
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Abb.3.3. Funktioneller Nachweis des Differenzierungsgrads der TLR2-Klone basal (A) und nach
Stimulation mit PCSK (B). Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR2-FL-Klon, sowie die TLR2-R753Q-
Mutante wurden in drei Wochen Kultur auf Zellkultureinsatzen ausdifferenziert. Der transepitheliale
Widerstand (TER) wurde unstimuliert (A), bzw. nach 30, 60, 120 und 180 Minuten apikaler und
basaler Stimulation mit 20ug/ml PCSK (B) gemessen. Der gemessene TER 15 Minuten vor Start der
Stimulation wurde als 100%iger Ausgangswert gesetzt und alle weiteren Werte auf diesen bezogen.
Die Graphen zeigen ein reprasentatives Ergebnis zweier unabhangiger Versuche, wobei die Proben
jeweils im Triplikat angesetzt wurden und dann der Mittelwert gebildet wurde. Statistische Signifikanz
zwischen Caco-2-Zellen und TLR2-FL-Zellen bzw. zwischen TLR2-FL- und TLR2-R753Q-Zellen: * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.

Basal waren sich die verschiedenen Zellklone im Differenzierungsgrad bzw. in der
Permeabilitat der unstimulierten Klone ahnlich. Wurden die Zellen jedoch mit dem
spezifischen TLR2-Liganden PCSK stimuliert, so zeigten die Klone unterschiedliche
Reaktionen. Wie vor Kurzem gezeigt [24], reagierten untransfizierte Caco-2-Zellen
nach 120 Minuten Stimulation mit einem Anstieg des transepithelialen Widerstandes
um fast 100%. Der TLR2-FL-Klon reagierte auf die PCSK-Stimulation mit einem
Anstieg des TER um ca. 20%. Im Gegensatz dazu reagierte der TLR2-R753Q-Klon
nicht auf PCSK und zeigte keine Anderung des basalen TER. Der Unterschied
zwischen dem TLR2-FL- und dem TLR2-R753Q-Klon nach PCSK-Stimulation war
statistisch signifikant (p < 0,001).

Ein weiterer Anhaltungspunkt fir den Differenzierungsgrad von IEC ist die
Expression des Enzyms Sucrase-lsomaltase (Sl), das mit zunehmender
Differenzierung von Caco-2-Zellen hoher exprimiert wird. Die SI-Genexpression in
Caco-2-Zellen und den TLR2-Klonen wurde mit quantitativer Realtime RT-PCR
analysiert (Abb.3.4.).

*kk

25000  —** ws

200004

15000
10000+

5000+
0 B
untransfizierte Caco-2 CTLR2-FL I TLR2-R753Q

relative SI- / GAPDH-
MRNA Expression

Abb.3.4. Sucrase-lsomaltase (SI) Genexpression in den TLR2-Klonen. Untransfizierte Caco-2-
Zellen, der TLR2-FL- und der TLR2-R753Q-Klon wurden nach 8 Tagen Kultur auf die mRNA-
Expression von Sl in quantitativen Realtime PCRs untersucht. Die Kopienzahl von S| wurde fiir die
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Auswertung auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative Konzentration angegeben.
Die Grafik fasst fuinf unabhangige PCR-Laufe zusammen, wobei die Caco-2- und TLR2-FL-Proben im
Sechsfachansatz und die TLR2-R753Q-Proben im Triplikat eingesetzt wurden. ** p < 0,01; *** p <
0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR2-FL-Klon demonstrierte
der TLR2-R753Q-Klon nach 8 Tagen Kultur eine signifikant niedrigere Sl-
Genexpression. Demzufolge konnte der TLR2-R753Q-Klon ein verzdgertes
Ausdifferenzierungsverhalten im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und
dem TLR2-FL-Klon besitzen. Auch nach dreiwdchiger Ausdifferenzierung auf
Zellkultureinsatzen stieg die SI-mRNA-Expression im TLR2-R753Q-Klon kaum an
(Daten nicht gezeigt).

Zusammengefasst wirkte sich die Uberexpression von TLR2 positiv auf das
Differenzierungsvermogen von Caco-2-Zellen aus. Im Gegensatz dazu zeigte der
TLR2-R753Q-Klon eine verzogerte Differenzierung und reagierte nicht auf
Stimulation mit PCSK.

3.3.2. Proliferation
Um die Homdostase der intestinalen epithelialen Barriere aufrechtzuerhalten, ist eine

kontinuierliche Zellproliferation notwendig.

Die TLR2-Klone wurden dabei hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens in BrdU-
ELISAs charakterisiert. Hierfir wurden die Klone mit gleichen Zellzahlen (10.000
Zellen pro 100ul) ausplattiert und zu drei verschiedenen Zeitpunkten (19h, 43h, 67h)

die Proliferation der Zellen durch den BrdU-Einbau quantifiziert.
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Abb.3.5. Proliferationsverhalten der TLR2-Klone. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR2-FL- und
TLR2-R753Q-Klon wurden mit gleichen Zellzahlen (10.000 Zellen pro 100ul) ausplattiert und die
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Proliferation durch den Einbau des Basenanalogons BrdU nach 19h, 43h und 67h in einem ELISA
bestimmt. Die Abbildung prasentiert die Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente, in
denen die Zellen im Sechsfachansatz ausplattiert wurden. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
dargestellt. Statistische Signifikanz ist exemplarisch fir die 19h Messwerte gezeigt, wobei p < 0,001.

Im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR2-FL-Klon zeigte der
TLR2-R753Q-Klon eine signifikant verminderte Proliferation (p < 0,001) zu allen drei
gemessenen Zeitpunkten. Der TLR2-FL-Klon demonstrierte im Vergleich zu
untransfizierten Caco-2-Zellen eine tendenziell gesteigerte Proliferation an den drei
gemessenen Zeitpunkten, die jedoch nur zum 19h-Zeitpunkt signifikant (p < 0,001)

war.

3.3.3. Metabolische Aktivitat

Zusatzlich zur Wachstumsanalyse im BrdU-ELISA wurden die Klone im MTS-Assay
auf ihre metabolische Aktivitat untersucht. Diese spiegelt neben der
Proliferationsfahigkeit auch den Stoffwechsel durch den Umsatz eines
Tetrazoliumsalzes  wider. Die  Versuche  wurden parallel zu den

Proliferationsversuchen ausplattiert und geerntet.
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Abb.3.6. Metabolische Aktivitdt der TLR2-Klone. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR2-FL- und
TLR2-R753Q-Klon wurden mit gleichen Zellzahlen (10.000 Zellen pro 100ul) ausplattiert und die
metabolische Aktivitat nach 19h, 43h und 67h im MTS-Assay bestimmt. Die Abbildung prasentiert die
Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente, in denen die Zellen im Sechsfachansatz
ausplattiert wurden. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. Statistische Signifikanz ist
exemplarisch fir die 19h Messwerte gezeigt, wobei p < 0,001.

Der TLR2-R753Q-Klon demonstrierte eine signifikante Verminderung der
metabolischen Aktivitat nach 19h, 43h und 67h, sowohl im Vergleich zu
untransfizierten Caco-2-Zellen als auch zum TLR2-FL-Klon (p < 0,001).
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Untransfizierte Caco-2-Zellen und der TLR2-FL-Klon zeigten eine ahnliche
metabolische Aktivitat, wobei die Uberexpression von TLR2 einen tendenziell, aber
nicht signifikant erhéhten Stoffwechsel der Zellen zur Folge hatte. Im Kulturverlauf
stieg die metabolische Aktivitat von untransfizierten Caco-2-Zellen und des TLR2-FL-

Klons deutlich an, im TLR2-R753Q-Klon hingegen nur minimal.

3.3.4. Zell-Zell-Kkommunikation

Die Zell-Zell-Kommunikation dient dem para- und intrazellularen Austausch von
Molekllen Uber "gap junctions”" und stellt einen Schlisselmechanismus zur

Aufrechterhaltung der intestinalen epithelialen Homdostase dar [49] [100].

3.3.4.1. Gen- und Proteinexpression von Cx43 und ZO-1

Connexin 43 (Cx43) ist ein integrales Membranprotein in "gap junctions” und damit

ein Hauptmolekul der Zell-Zell-Kommunikation [102].

Um herauszufinden, ob eine TLR2-Dysfunktion die Zell-Zell-Kommunikation
beeinflusst, wurde der Zusammenhang zwischen den TLR2-Klonen und der Cx43-
Expression mit Hilfe von semiquantitativer RT-PCR (Abb.3.7.) und Western-Blot-
Verfahren (Abb.3.8.) untersucht.

E48bp [vari
701 p[var1]
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Abb.3.7. Genexpression von Cx43 und ZO-1. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR2-FL-Klon und
der TLR2-R753Q-Klon wurden in einer semiquantitativen RT-PCR auf die Expression von Cx43 und
Z0O-1 im Vergleich zu GAPDH untersucht. Der TLR4-FL-Klon ist eine weitere Kontrolle, H,O ist eine
Kontaminationskontrolle und die mRNA-Kontrolle dient zur Uberpriifung der Ausgangs-mRNA fiir die
Reverse Transkription. GAPDH zeigt den Einsatz gleicher mRNA Mengen in die Reverse
Transkription und gleicher cDNA Mengen in die RT-PCR. Var1 bzw. 2 stehen fir die beiden
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Transkriptvarianten von ZO-1. Die Abbildung zeigt exemplarisch ein Ergebnis von mindestens n = 2.
Veroffentlicht in [49].

Da in der Wasser- und mRNA-Kontrolle keine Banden sichtbar waren und die
GAPDH-Banden der verschiedenen Proben eine vergleichbare mRNA-Signalstarke
aufwiesen, ist die RT-PCR ohne Kontaminationen und mit der gleichen Menge cDNA
als Ausgangsmaterial gelaufen. Cx43-mRNA zeigte im Vergleich die hochste
Expression in dem TLR2-R753Q-Klon, gefolgt vom TLR4-FL- und TLR2-FL-Klon und
untransfizierten Caco-2-Zellen. Der TLR4-FL-Klon diente hier als eine weitere

Kontrolle.

Als eine zusatzliche Kontrolle wurde auch die Gen- und Proteinexpression des "tight
junction” Gens Z0O-1 (Zonula occludens-1) untersucht. ZO-1 kommt ausschlielich
auf der zytoplasmatischen Seite von "tight junctions” vor und hat zwei Transkript-

Varianten (Var1 und Var2), die verschiedene Isoformen kodieren [124].

Z0-1-Var1-mRNA war in Caco-2-Zellen geringfugig starker exprimiert als in den
beiden TLR2-Klonen und dem TLR4-FL-Klon. Diese Ergebnisse wurden zusatzlich
durch eine quantitative Realtime PCR bestatigt (Daten nicht gezeigt).

Zusatzlich wurde die Protein-Expression von Cx43 und ZO-1 mittels Western-Blots

analysiert.
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Abb.3.8. Proteinexpression von Cx43, ZO-1, HA und GAPDH in fraktionierten TLR2-FL-, TLR2-
R7530Q- und TLR4-FL-Zellen. Die Zellen wurden mit dem Zell-Fraktionierungskit lysiert und die
Fraktionen des Zellkerns und des Zytoskeletts in einen Western-Blot eingesetzt. Neben der Cx43-
Proteinexpression wurde des Weiteren ZO-1 untersucht. Der Nachweis von HA dient als Kontrolle der
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stabilen Transfektion und ein Reproben mit einem anti-GAPDH Antikérper als Ladungskontrolle des
Gels. Dieser Blot zeigt exemplarisch ein Ergebnis von n = 2. Veroffentlicht in [49].

Auf Proteinebene zeigte sich fir Cx43 jedoch ein anderes Bild. Cx43 wird zunachst
als Po-lsoform gebildet und dann wahrend des Transports durch das
Endoplasmatische Retikulum und den Golgi Apparat an die Plasmamembran in die
Isoformen P4, konvertiert [122]. Im Gegensatz zum TLR2-FL-Klon war im TLR2-
R753Q-Klon die Po-lsoform des Cx43-Proteins nur sehr schwach detektierbar,
sowohl im Bereich des Zellkerns als auch des Zytoskeletts (Abb.3.8.). Diese
verminderte Expression der Po-Isoform im TLR2-R753Q-Klon wurde nicht durch eine
vermehrte Expression der Pqp-Isoformen oder eine Verlagerung des Proteins in
andere Zellkompartimente (Zytosol, Membranen und Organellen) ausgeglichen. Dies
lasst darauf schliefen, dass das Cx43-Protein in dem TLR2-R753Q-Klon
posttranslational abgebaut wird. Die erhdhte mRNA-Expression (Abb.3.7.) von Cx43
im TLR2-R753Q-Klon Iasst sich moglicherweise als Kompensationsmechanismus auf

einen Ubermafigen Abbau des Cx43-Proteins erklaren.

Die ZO-1-Proteinexpression wies ein vergleichbares Bild zur mRNA-Expression auf.
Der TLR2-FL-Klon und der TLR2-R753Q-Klon exprimierten ZO-1-Protein in
ahnlichen Mengen, erwartungsgemaly vorwiegend im Zytoskelett (Abb.3.8.). Die
GAPDH-Expression bestatigte eine gleichmafRige Beladung der Spuren des Gels und
der Nachweis von HA in allen Zellen und ihren Kompartimenten bestatigte die

Expression der Transgene in den verwendeten Zellen.

Des Weiteren wurde das Expressionsmuster von Cx43 und ZO-1 in

Immunfluoreszenzfarbungen morphologisch analysiert (Abb.3.9.).
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Abb.3.9. Proteinexpressionsmuster von Cx43 und ZO-1 in einer Immunfluoreszenzfarbung. Der
TLR2-FL- und der TLR2-R753Q-Klon wurden in indirekten Immunfluoreszenzfarbungen fiir Cx43
(FITC, weil3, obere Reihe) und ZO-1 (Cy5, weil}, untere Reihe) angefarbt und am konfokalen Laser
Scanning Mikroskop unter identischen Bedingungen morphologisch ausgewertet (63x/1,4, Ol, Scan
Zoom 2.0). Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Ausschnitt zweier unabhangiger Versuche.
Veroffentlicht in [49].

Im TLR2-FL-Klon sowie in untransfizierten Caco-2-Zellen war das Cx43-Protein
perinuklear und an interzellularen Kontaktpunkten, den "gap junctions”, lokalisiert. Im
TLR2-R753Q-Klon war Cx43 auf Proteinebene kaum detektierbar, nur als schwaches
Fluoreszenzsignal an einigen Zell-Zell-Kontaktpunkten. Eine zellkernnahe Expression

des Proteins war nicht nachweisbar.

Im Gegensatz dazu war die Expression und Lokalisation von ZO-1 an den
Zellrandern des TLR2-R753Q-Klons vergleichbar zum TLR2-FL-Klon.

Zusammengefasst  zeigte der TLR2-R753Q-Klon einen  spezifischen,
posttranslationalen Verlust des Cx43-Proteins, was eine gestorte Zell-Zell-

Kommunkation zur Folge haben konnte.

3.3.4.2. Funktioneller Nachweis der Zell-Zell-Kkommunikation nach Verwundung

Der "Scrape-wounding Assay" bietet die Moglichkeit, den Verlust des Cx43-Proteins
im TLR2-R753Q-Klon und seinen Einfluss auf die interzellulare Kommunikation

funktionell zu untersuchen. Hierbei wurden konfluente Monolayer des TLR2-FL- und



3. Ergebnisse 26

TLR2-R753Q-Klons in der Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffes "Lucifer yellow"
verwundet. Die interzellulare Ausbreitung des Fluoreszenzfarbstoffes nach
Verwundung stellt ein Mal} fir den Kopplungsgrad des epithelialen Zellverbandes,

bzw. die relative Bildung gedffneter Zell-Zell-Kanale ("gap junctions”) dar.

TLR2-FL TLR2-R753Q
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Abb.3.10. Funktioneller Nachweis der Zell-Zell-Kkommunikation nach Verwundung. Konfluente,
unstimulierte (obere Reihe) oder mit 20ug/ml PCSK-vorstimulierte (untere Reihe) Monolayer des
TLR2-FL- (linke Spalte) und des TLR2-R753Q-Klons (rechte Spalte) wurden in Anwesenheit des
fluoreszierenden "Lucifer yellow™Farbstoffs verwundet. Der Weitertransport des Farbstoffs (FITC,
weiB) wurde nach 8 Minuten am Laser Scanning Mikroskop ausgewertet (40x/1,3, Ol, Scan Zoom
1,0). Die gezeigten Ausschnitte sind reprasentative Beispiele der Wundrander, die als weilRe
gestrichelte Linien dargestellt sind (n = 3). Veroffentlicht in [49].

Basal war die niedrige Aufnahme von “Lucifer yellow" zwischen verwundeten
Monolayern des TLR2-FL- und TLR2-R753Q-Klons vergleichbar. Eine Stimulation mit
PCSK (20ug/ml fur 8 Minuten) bewirkte jedoch eine signifikante Erhohung der Zell-
Zell-Kommunikation im TLR2-FL-Klon nach Verwundung. Im Gegensatz dazu
demonstrierten  verwundete Zellen des TLR2-R753Q-Klons in diesem

Kommunikationstest nach PCSK-Stimulation keinen Weitertransport des Farbstoffes.

Zusammenfassend zeigte die Cx43-defiziente TLR2-R753Q-Mutante in diesem
funktionellen Zell-Zell-Kommunikationstest sowohl basal als auch nach PCSK-

Stimulation keine interzellulare Kommunikation.
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3.3.4.3. Einfluss des Proteasoms auf den Abbau des Cx43-Proteins im TLR2-
R753Q-Klon

Das Cx43-Protein wird in der Zelle u.a. durch das Proteasom abgebaut [97]. Das
Proteasom ist ein Proteinkomplex, der aus mehreren Untereinheiten besteht.
Proteine, die abgebaut werden sollen, werden in einem mehrstufigen enzymatischen
Prozess mit Ubiquitin markiert. Dieses wird dann von einer Untereinheit des
Proteasoms erkannt und das Zielprotein im Proteasom abgebaut. Vor Kurzem wurde
eine Verbindung des TLR2-Signalweges mit der Aktivierung des Ubiquitin-

Proteasom-Signalweges nachgewiesen [190].

Im Vergleich zum TLR2-FL-Klon war Cx43 im TLR2-R753Q-Klon auf Proteinebene
kaum nachweisbar (Abb.3.8.), aber auf mRNA-Ebene konsekutiv héher exprimiert
(Abb.3.7.). Dies konnte auf einen gestorten, ubermafigen Abbau des Cx43-Proteins
durch das Proteasom im TLR2-R753Q-Klon hinweisen und wurde durch Inhibition
des Proteasoms mit Laktazystin untersucht. Laktazystin wirkt spezifisch inhibitorisch

auf das Proteasom und beeinflusst nicht die Proteinsynthese [51].

A
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Laktazystin - + - F
P
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Abb.3.11. Inhibition des Proteasoms verhindert Cx43-Abbau im TLR2-R753Q-Klon. Der TLR2-
R753Q-Klon wurde fir 60min mit 30uM des Proteasominhibitors Laktazystin bzw. der
Lésungsmittelkontrolle Dimethyl Sulfoxid/Ethanol (1:1 DMSO/EtOH) inkubiert.

(A) AnschlieRend wurden die Zellen mit dem Zellfraktionierungskit lysiert. Die Fraktionen Zellkern und
Zytoskelett wurden mit gleichen Proteinmengen in einen Western-Blot fiir Cx43 eingesetzt, der im
Anschluss als Ladungskontrolle mit anti-GAPDH Uberprift wurde.

(B) Cx43 (FITC, weiR) wurde in einer indirekten Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen (63x/1,4, Ol,
Scan Zoom 2,0).

(C) Zusatzlich wurden die Zellen mit 20ug/ml PCSK stimuliert und in den Verwundungsversuch
eingesetzt. Die Ausbreitung von "Lucifer yellow" (FITC, wei) wurde am Laser Scanning Mikroskop
ausgewertet (40x/1,3, Ol, Scan Zoom 1,0). Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Ausschnitt der
verwundeten Stelle, wobei die weille gestrichelte Linie den Wundrand abgrenzt (n = 2). Verdffentlicht
in [49].

Bereits eine einstindige Inkubation mit dem Proteasom-Inhibitor Laktazystin konnte
im Gegensatz zur Lésungsmittelkontrolle DMSO/EtOH den Abbau des Cx43-Proteins
im TLR2-R753Q-Klon verhindern. Dabei flhrte dies zu einer signifikant erhdhten

Proteinexpression der Po-Isoform im Zellkernkompartiment und einer geringen



3. Ergebnisse 99

Steigerung der Py-Expression im Zytoskelett (Abb.3.11.A) im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle DMSO/EtOH.

In der Immunfluoreszenzfarbung wurde dies bestatigt und morphologisch
charakterisiert. Die Laktazystin-Vorinkubation flhrte im TLR2-R753Q-Klon im
Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle DMSO/EtOH zu einer deutlich hoheren Cx43-
Protein-Expression. Die Cx43-Lokalisation in diesen Zellen war vergleichbar zum
Phanotyp des TLR2-FL-Klons (Abb.3.9.) perinuklear und an Zell-Zell-Kontakten
(Abb.3.11.B).

Auch funktionell hatte der verminderte Cx43-Protein-Abbau Auswirkungen im TLR2-
R753Q-Klon. Die einstlindige Vorinkubation mit dem Proteasominhibitor und eine
zusatzliche Stimulation mit PCSK bewirkte im TLR2-R753Q-Klon eine signifikante
Erhohung der Zell-Zell-Kommunikation nach Verwundung (Abb.3.11.C). Diese war
vergleichbar zum TLR2-FL-Klon (Abb.3.10.).

Zusatzlich wurde eine mogliche Fehlregulation des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) im TLR2-R753Q-Klon im Western-Blot untersucht.
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Abb.3.12. Proteinexpression von BIP/GRP78 in den TLR2-Klonen. Totale Zelllysate von
untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR2-Klonen TLR2-FL und TLR2-R753Q wurden im Western-
Blot auf die Proteinexpression von BIP/GRP78 untersucht. Uberprifen des Blots mit anti-GAPDH
diente als Ladungskontrolle. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von zwei
unabhangigen Versuchen.

Die Proteinexpression von BIP/GRP78 (Binding Protein/Glukose-regulated Protein
78), eines der Hauptproteine des Endoplasmatischen Retikulums, war in
untransfizierten Caco-2-Zellen und den beiden TLR2-Klonen vergleichbar

(Abb.3.12.). Dabei zeigte GAPDH den Einsatz gleicher Proteinmengen in den
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Western-Blot. Dementsprechend konnte eine Beteiligung des ER am vermehrten

Abbau des Cx43-Proteins und "ER-Stress" in den Zellen ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend verhinderte die Inhibition des Proteasoms im TLR2-R753Q-Klon
den Ubermaligen Protein-Abbau von Cx43 und stellte morphologisch und funktionell
den Phanotyp des TLR2-FL-Klons her. Demzufolge schien Cx43 essentiell notwendig
fur die TLR2-abhangige Zell-Zell-Kommunikation zu sein. Eine zusatzliche

Fehlregulation des ER im TLR2-R753Q-Klon konnte ausgeschlossen werden.

3.3.5. Restitution

Die Restitution ist ein weiterer wichtiger Mechanismus der intestinalen Wundheilung.
"Trefoil Factor 3 (TFF3)" ist ein Hauptregulator in der intestinalen epithelialen
Wundheilung und vermittelt dabei die Migration [169].

Die TLR2-R753Q-Mutation wurde vor Kurzem in vivo mit einem schweren Colitis
ulcerosa-Phanotyp, der sog. Pancolitis, assoziiert [134]. In den vorherigen Versuchen
wies der TLR2-R753Q-Klon funktionelle Defizite in Wundheilungsmechanismen
(Proliferation, Zell-Zell-Kkommunikation) auf. Wir haben zuvor gezeigt, dass eine
Stimulation von TLR2 zur Induktion der TFF3-Synthese in humanen und murinen
Becherzellen fuhrt [136].

3.3.5.1. Peptidexpression von "TFF3"

Ob zusatzlich auch die Restitution Uber TFF3 in der Mutante verandert war, wurde
zunachst Uber die intrazellulare Peptidproduktion und anschliellende Sekretion von
TFF3 in den TLR2-Klonen untersucht.

TLR2-FL TLR2-R753Q
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Abb.3.13. Intrazellulare Peptidproduktion von TFF3 im TLR2-FL- und TLR2-R753Q-Klon. Der
TLR2-FL- und TLR2-R753Q-Klon wurde in einer Immunfluoreszenzfarbung auf die intrazellulare
Produktion von TFF3 angefarbt. TFF3 ist hier griin (FITC) dargestellt und die Zellkerne blau (DAPI).
Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Ausschnitt der gefarbten Zellen (63x/1,3, Ol, Scan Zoom
1,0) aus zwei unabhangig durchgefiihrten Versuchen. Veroffentlicht in [136].

Wie in Abb.3.13. gezeigt, fiihrt die Uberexpression von TLR2-FL in Caco-2-Zellen zu
einer konstitutiven Peptidsynthese von TFF3. Im Vergleich dazu war im TLR2-
R753Q-Klon in der Immunfluoreszenzfarbung jedoch fast keine TFF3-Produktion

nachweisbar.

Im Western-Blot wurde zusatzlich die Sekretion des TFF3-Peptids in den
Zellkulturiberstand von untransfizierten Caco-2-Zellen, dem TLR2-FL- und TLR2-
R753Q-Klon untersucht.
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Abb.3.14. Sekretion von TFF3. Konditioniertes Medium untransfizierter Caco-2-Zellen, des TLR2-FL
und des TLR2-R753Q Klons wurde aufkonzentriert und im Western-Blot fir sekretiertes TFF3
(sTFF3) eingesetzt. Simply Blue zeigte hier die gleiche Beladung des zugehdrigen Gels. Zusatzlich
wurden Zelllysate der Zellen in einen weiteren Western-Blot eingesetzt, in dem mit einem HA-
Antikérper die stabile Expression der Transgene nachgewiesen wurde. Als Ladungskontrolle wurde
im Anschluss ein B-Aktin-Antikdrper eingesetzt. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-
Blot von mindestens zwei unabhangigen Versuchen. Veroffentlicht in [136].

Der TLR2-FL-Klon sekretierte konstitutiv TFF3-Peptid in das Zellkulturmedium. Im
Vergleich dazu war im Uberstand der untransfizierten Caco-2-Zellen deutlich weniger
TFF3 nachweisbar. Im TLR2-R753Q-Klon war kein TFF3-Peptid im Western-Blot
feststellbar (Abb.3.14.).
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Die Expression von HA im zugehoérigen Western-Blot der Zelllysate bestatigte die
Expression der Transgene in den verwendeten Klonen. Die Uberprifung mit einem

R-Aktin-Antikdrper bestatigte den Einsatz gleicher Proteinmengen.

Zusammenfassend exprimierte und sekretierte der TLR2-FL-Klon konstitutiv TFF3-
Peptid, wahrend in dem TLR2-R753Q-Klon fast keine TFF3-Produktion nachweisbar

war.

3.3.5.2. Einfluss konditionierter Medien auf die Wundheilung von IEC-6-Zellen

Um die Kontinuitat der Epitheloberflache bei einer Wunde wieder herzustellen und
die offene Flache zu bedecken, mussen Epithelzellen, die an die Wunde angrenzen,
in die Wunde migrieren. Zur funktionellen Untersuchung der intestinalen Zellmigration
wurde ein standardisiertes Wundheilungsmodell mit einer konfluenten Schicht von
IEC-6-Zellen verwendet [44].

In diesem Modell wurde hier ein moglicher Effekt von konditioniertem Medium (kM)
untransfizierter Caco-2-Zellen, des TLR2-FL-Klons und des TLR2-R753Q-Klons auf
die Migration von verwundeten IEC-6-Zellen untersucht. Rekombinantes humanes
TFF3 wurde mit 50ug/ml als Positivkontrolle eingesetzt. Nach 20 Stunden Inkubation
wurde das Zytoskelett der IEC-6-Zellen mit Phalloidin angefarbt. Am konfokalen
Laser Scanning Mikroskop wurden die Praparate im Anschluss auf Einwanderung in

den Wundbereich ausgewertet.

kM TLR2-FL kM TLR2-R753Q
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Abb.3.15. Einfluss von konditioniertem Medium (kM) von Caco-2-Zellen, den TLR2-Klonen und
TFF3 auf die Migration von verwundeten IEC-6 Zellen.

(A) Konfluente IEC-6 Monolayer wurden verwundet und 20h mit serumreduziertem konditioniertem
Medium von untransfizierten Caco-2-Zellen, dem TLR2-FL-, TLR2-R753Q-Klon oder rekombinantem
humanem TFF3 (50ug/ml) als Positivkontrolle inkubiert. Im Anschluss wurden die IEC-6-Zellen mit
Phalloidin (AlexaFluor® 647, rot) flr das Zytoskelett und DAPI (blau) fir die Zellkerne gefarbt. (20x;
Scan Zoom 1,0) Die Abbildungen zeigen reprasentative Ausschnitte der Wundbereiche, wobei die
Wundrander als weilRe gestrichelte Linien angezeigt sind (n = 3).

(B) Die Migration wurde als Zahl der in den Wundbereich eingewanderten Zellen quantifiziert und
statistisch ausgewertet. Diese erfolgte aus drei unabhangigen Experimenten (n=3), wobei pro
Praparat mehrere Wundrander zufallig ausgewertet wurden. Die eingewanderten Zellen wurden dabei
ohne Kenntnis des Praparats ("blinded”) gezahlt. *** p < 0,001; + p < 0,05. Die Daten sind als
Mittelwert + SEM dargestellt. Verdffentlicht in [136].

Das konditionierte Medium des TLR2-FL-Klons forderte im Vergleich zu den
Uberstanden untransfizierter Caco-2-Zellen oder des TLR2-R753Q-Klons signifikant
die Migration der IEC-6-Zellen in den Wundbereich (Abb.3.15.). Dieser Effekt ist
wahrscheinlich auf das sekretierte TFF3 zurtckzuflihren. Die Zahl der migrierten
Zellen bei Inkubation mit konditioniertem Medium des TLR2-FL-Klons war
vergleichbar mit der Anzahl eingewanderter Zellen bei der gleichen Proteinmenge an
rekombinantem TFF3 (Abb.3.15.B). Zusatzlich waren samtliche konditionierte Medien
mit 0,1% FCS serumreduziert. Dies machte mdgliche andere Faktoren und
Bestandteile aus den konditionierten Medien als Ursache fur eine vermehrte

Migration eher unwahrscheinlich.
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Das konditionierte Medium untransfizierter Caco-2-Zellen und des TLR2-R753Q-
Klons, die beide kaum TFF3 produzieren und sekretieren (Abb.3.14.), bedingte
hingegen nur eine geringfigig hoéhere Migration der I|EC-6-Zellen in den

Wundbereich im Vergleich zum Kontrollmedium.

Somit férderte die Uberexpression von TLR2 die Wundheilung durch die vermehrte
Produktion und Sekretion von TFF3. Im TLR2-R753Q-Klon fuhrte der Verlust von

TFF3 zu einer defekten Migration wahrend des Wundheilungsprozesses.

3.4. Morphologische und funktionelle Untersuchungen von TLR4-FL und den
CED-assoziierten  Polymorphismen TLR4-T3991 und TLR4-D299G im

intestinalen Epithel

Wahrend der akuten Phase der CED-Colitis ist die TLR4-Protein-Expression in IEC
signifikant hochreguliert [21]. Die TLR4-Polymorphismen D299G und T399Il wurden
mit einer erhohten Pradisposition fur chronisch entzindliche Darmerkrankungen
assoziiert [43]. Die phanotypischen Auspragungen dieser Genvarianten sind noch
unbekannt, so dass hier die Auswirkungen der CED-assoziierten TLR4-Mutationen
D299G und T399l auf zellbiologische und molekulare Funktionen von I[EC

untersucht wurden.

3.4.1. Morphologie

Im Kulturverlauf nach der stabilen Transfektion zeigten die Genotypen der TLR4-
Klone TLR4-FL, TLR4-T399l und TLR4-D299G in vergleichbarer Passagenzahl
unterschiedliche phanotypische Auspragungen. Alle Zellen wurden zur Beobachtung
in Poly-D-Lysin-beschichteten T25-Kulturflaschen mit vergleichbaren
Konzentrationen ausgesat. Die Inkubation der Zellen wurde im selben
Untersuchungszeitraum unter identischen Bedingungen (37°C, 5% COy)
durchgefuhrt. Die Charakterisierung der Zellmorphologie erfolgte nach 7 Tagen

Kultivierung bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 70-80%.
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untransfizierte Caco-2 TLR4-FL

Abb.3.16. Lichtmikroskopische Charakterisierung untransfizierter Caco-2-Zellen und der TLR4-
Klone. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-FL-Klon, der TLR4-T399I-Klon und der TLR4-D299G-
Klon wurden bei einer Konfluenz von ca. 70-80% mit einem Leica DMI6G000 Mikroskop im
Phasenkontrast bei 10facher VergréRerung dokumentiert. Die gezeigten Bildausschnitte zeigen einen
reprasentativen Ausschnitt der T25-Kulturflasche. 100um sind jeweils mit dem Balken in der linken
unteren Bildecke gekennzeichnet.

Untransfizierte Caco-2-Zellen und die beiden TLR4-Klone TLR4-FL und TLR4-T399I
wuchsen in regelmalig angeordneten Monolayern mit kubischen Zellen
vergleichbarer Grole (Abb.3.16.). Dabei wies der TLR4-FL-Klon die geringste
ZellgroRe auf, waren allerdings neben dem TLR4-T399I-Klon homogener als
untransfizierte Caco-2-Zellen. Das Zytoplasma war meist klar oder schwach

granuliert und die Zellkerne waren rundlich.

Im Gegensatz dazu wuchs der TLR4-D299G-Klon in einem stark heterogenen
Monolayer. Hierbei zeigte der TLR4-D299G-Klon viele grof3e multinukleare Zellen mit
heterogenem Zytoplasma, unscharfen Zellrandern und hyperchromatischen, irregular
geformten Zellkernen. Diese Veranderungen waren nicht spezifisch flr den hier

dargestellten Zellklon, sondern wurden auch in mindestens drei anderen TLR4-
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D299G-Klonen mit einer geringflgig niedrigeren Transfektionseffektivitat beobachtet

(Daten nicht gezeigt).

Caco-2-Zellen sind in der Lage, ahnlich wie Becherzellen, Schleim (sog. Mucus) zu
sezernieren [70]. Alle stabil transfizierten TLR4-Klone produzierten jedoch im
Gegensatz zu untransfizierten Caco-2-Zellen kaum visuell nachweisbaren,
intrazellularen Mucus. Diese morphologische Veranderung wurde wahrscheinlich
durch die stabile Transfektion und die anschlielende Kultivierung mit Blastizidin

hervorgerufen.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Uberexpression der TLR4-
Varianten phanotypische Auswirkungen hatte. Den deutlichsten Phanotyp zeigte
dabei der TLR4-D299G-Klon, der an maligne Tumorzellen erinnerte. Dies wurde

nachfolgend weiter untersucht.

3.4.2. Aktinzytoskelett

Die in Abb.3.16. lichtmikroskopisch gezeigten morphologischen Stérungen im TLR4-
D299G-Klon wiesen auf eine Desorganisation des Aktinzytoskeletts hin. Um dies zu
Uberprufen, wurden die Aktinfilamente in einer Fluoreszenzfarbung mit AlexaFluor®
647-gekoppeltem Phalloidin visualisiert und am Laser Scanning Mikroskop

ausgewertet.
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untransfizierte Caco-2 TLR4-FL

Abb.3.17. Phalloidinfarbung untransfizierter Caco-2-Zellen und der TLR4-Klone. In
untransfizierten Caco-2-Zellen, dem TLR4-FL-, TLR4-T399l- und TLR4-D299G-Klon wurden mit
fluoreszenzmarkierten Phalloidin (AlexaFluor® 647, weiR) die Aktinfilamente angefarbt. Die
Abbildungen zeigen reprasentative Bildausschnitte der einzelnen Klone, die am konfokalen Laser
Scanning Mikroskop dokumentiert wurden (Plan-Apochromat 20x/0,75 Zoom 1,0).

Wie in Abb.3.17. gezeigt ist, veranderte die Uberexpression des TLR4-D299G-
Plasmids deutlich die Organisation des Aktinzytoskeletts. Die Aktinfilamente
erschienen verdichtet, gebundelt und wellten sich unregelmalig durch mehrere
Zellverbande hindurch. Hingegen demonstrierten die anderen TLR4-Klone TLR4-FL
und TLR4-T399I ein vergleichbares Bild zu untransfizierten Caco-2-Zellen. Hier
waren die Aktinflamente klar definiert und scharf abgrenzbar. Den hdchsten
Ordnungsgrad und die geringste Zellgrofie wies, wie in den lichtmikroskopischen
Aufnahmen, der TLR4-FL-Klon auf. Diese Zellen zeigten zusatzlich eine beginnende

Ausdifferenzierung, da sie in mehreren Ebenen wuchsen.
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Auch in der Phalloidinfarbung war der alterierte Phanotyp des TLR4-D299G-Klons

morphologisch deutlich erkennbar.

3.4.3. Proliferation

Der heterogene Phanotyp des TLR4-D299G-Klons mit seinen unregelmalig grof3en,
multinuklearen Zellen liel® auf ein gestortes Zellteilungs- und Proliferationsverhalten
in diesen Zellen schliefl3en.

Das Proliferationsverhalten der TLR4-Klone wurde mit Hilfe des BrdU-Einbaus in
einem ELISA quantitativ analysiert. Hierzu wurden untransfizierte Caco-2-Zellen und
die drei TLR4-Klone mit gleichen Zellzahlen (10.000 Zellen pro 100pul) ausplattiert

und ihre Proliferationsrate nach 19h, 43h und 67h bestimmt.
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Abb.3.18. Proliferationsverhalten der TLR4-Klone. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-FL-,
TLR4-T399l- und TLR4-D299G-Klon wurden mit gleichen Zellzahlen (10.000 Zellen in 100pl)
ausplattiert und die Proliferation durch den Einbau des Basenanalogons BrdU nach 19h, 43h und 67h
in einem ELISA bestimmt. Die Abbildung prasentiert die Zusammenfassung zweier unabhangiger
Experimente, in denen die Zellen im Sechsfachansatz ausplattiert wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p
< 0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Entgegen der Erwartungen nach der lichtmikroskopischen Charakterisierung der
Zellen (Abb.3.16.) zeigte der TLR4-D299G-Klon eine vergleichbare Proliferationsrate
zu untransfizierten Caco-2-Kontrollzellen und den Zellen des TLR4-T399I-Klons. Im
Gegensatz dazu flhrte die Uberexpression von TLR4-FL zu einer signifikant

verminderten  Proliferation (Abb.3.18.). Dies konnte mit der schnellen



3. Ergebnisse 109

Ausdifferenzierung der TLR4-FL-Zellen unter normalen Kulturbedingungen erklart

werden, die schon in der Phalloidinfarbung (Abb.3.17.) sichtbar wurde.

Zusammenfassend schien der Genotyp der TLR4-D299G-Mutation keinen
phanotypischen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Zellen des Klons zu
haben, wahrend der TLR4-FL-Klon eine signifikant verminderte Proliferationsrate

aufwies.

3.4.4. Metabolische Aktivitat

Neben ihrem Wachstumsverhalten wurden die TLR4-Klone auf ihre metabolische
Aktivitat untersucht. Der Phanotyp des TLR4-D299G-Klons mit seinen
unregelmaligen, stark vergrollerten Zellen deutete auf einen veranderten
Stoffwechsel in diesen Zellen hin.

Die metabolische Aktivitat wurde, wie fur die TLR2-Klone, mit Hilfe eines MTS
Assays untersucht. Hierbei wurde der Stoffwechsel der Zellen durch den Umsatz
eines Tetrazoliumsalzes analysiert. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-
Klone wurden mit gleichen Zellzahlen (10.000 Zellen pro 100ul) ausplattiert und die
metabolische Aktivitat nach 19h, 43h und 67h gemessen.
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Abb.3.19. Metabolische Aktivitdt der TLR4-Klone. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-FL-,
TLR4-T399l- und TLR4-D299G-Klon wurden mit gleichen Zellzahlen (10.000 Zellen pro 100ul)
ausplattiert und die metabolische Aktivitat nach 19h, 43h und 67h im MTS-Assay bestimmt. Die
Abbildung prasentiert die Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente, in denen die Zellen
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im Sechsfachansatz ausplattiert wurden. ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Daten sind als Mittelwert +
SEM dargestellt.

Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-T399I- und der TLR4-D299G-Klon zeigten,
wie schon in der Proliferation, eine vergleichbare metabolische Aktivitat (Abb.3.19.).
Diese stieg im Kulturverlauf an. Im Gegensatz dazu demonstrierte der TLR4-FL-Klon
einen signifikant verminderten Stoffwechsel zu allen drei Zeitpunkten. Dies konnte
mit der geringeren GroRRe der Zellen und ihrer schnellen Ausdifferenzierung erklart

werden.

Zusammenfassend prasentierte der TLR4-D299G-Klon in seiner metabolischen
Aktivitat entgegen der Erwartungen kein abweichendes Verhalten zu untransfizierten
Caco-2-Zellen oder dem TLR4-T399I-Klon. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Uberexpression von TLR4-FL zu einem signifikant verminderten Stoffwechsel in

Caco-2-Zellen.

3.4.5. Analyse der Mitosen

Der TLR4-D299G-Klon zeigte weder ein abweichendes Proliferationsverhalten noch
eine abweichende metabolische Aktivitat im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-
Zellen oder dem TLR4-T399I-Klon. Morphologisch wies der Phanotyp dieser Zellen
mit mehreren, hyperchromatischen Zellkernen jedoch auf einen gestorten
Zellteilungsablauf  hin. Die Mitosen wurden deshalb mit Hilfe von

Fluoreszenzfarbungen analysiert.

Hierbei wurde mit einer Phospho-Histon H3 Farbung die dekondensierte DNA der
mitotischen Zellen in den TLR4-Klonen angefarbt. Zusatzlich wurden der
Spindelapparat und das Zytoskelett mit einem R-Tubulin Antikérper sichtbar gemacht.
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untransfizierte Caco-2 TLR4-FL

TLR4-T399I TLR4-D299G

Abb.3.20. Immunfluoreszenzfarbung der Mitosen in den TLR4-Klonen. Untransfizierte Caco-2-
Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T3991 und TLR4-D299G wurden mit direkt
fluoreszenzmarkierten Phospho-Histon H3 (AlexaFluor® 488, griin) und R-Tubulin (Alexa Fluor® 555,
rot) Antikdrpern gefarbt. Die kleineren Bilder zeigen zusatzlich die Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI. Die Abbildung zeigt jeweils einen reprasentativen Bildausschnitt pro Klon von zwei
unabhéngigen Versuchen (Plan-Apochromat 63x/1,4, Ol, DIC Zoom 1,0).
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Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-FL- und der TLR4-T399I-Klon zeigten in den
Immunfluoreszenzfarbungen normale Metaphasen (Abb.3.20.). Die Spindelapparate
hatten zwei gegenlberliegende Spindelpole. Zwischen den beiden Spindelpolen
lagen die dekondensierten Chromosomen in der Aquatorialebene. Die Frequenz der

Mitosen war zwischen den verschiedenen Zellen vergleichbar.

Im Gegensatz dazu zeigten die Zellen des TLR4-D299G-Klons deutlich abweichende
Metaphasen. Obwohl eine erhohte Mitoserate nicht zu beobachten war, waren im
Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen, dem TLR4-FL- und dem TLR4-T399I-
Klon viele der mitotischen Zellen des TLR4-D299G-Klons deutlich gro3er und zeigten
einen gestorten Aufbau der Spindelapparate. Die individuellen Zellen des TLR4-
D299G-Klons enthielten bis zu sechs Spindelpole und schienen mehr DNA als die
anderen Klone zu besitzen (Abb.3.20. unten rechts). Das lasst darauf schlie3en,
dass in solch einer aberrierten Zellteilung des TLR4-D299G-Klons mehr als zwei

Tochterzellen mit abweichenden Chromosomensatzen entstehen konnten.

Zusammenfassend zeigte der TLR4-D299G-Klon vor allem in den vergroRerten

Zellen einen gestorten Ablauf der Zellteilungen mit mehreren Spindelpolen.

3.4.6. Regulation der Barrierefunktion, Entzindungsmediatoren und

Tumorentstehung

Um einen ersten Einblick in die Mechanismen zu erhalten, die dem alterierten
Phanotyp der TLR4-D299G-Mutante auf Genebene zu Grunde liegen, wurde von der
Firma "The Microarray Facility" der Universitat Tubingen eine DNA-Microarray-
Analyse (Human Gene 1.0 ST; Affymetrix) durchgefuhrt. Die so erhobenen Daten

wurden mit Hilfe der "Ingenuity Pathway Analysis" Software ausgewertet.

Zusammenfassend wurden 288 Gene identifiziert, die in dem TLR4-D299G-Klon im
Vergleich zu den anderen Klonen mehr als zweifach signifikant verandert waren.
Dabei gehodrten die Gene, die am starksten dysreguliert waren, zur "Akuten Phase
Regulation", "Koagulation", "Komplementkaskade" und/oder "Tumorentstehung".
Diese Mikroarray-Daten sind nicht Gegenstand dieser Arbeit, sondern dienten als
Ausgangpunkt fur weitergehende Untersuchungen auf mRNA- und Proteinebene der

verschiedenen Zellklone.

Insgesamt wurden 11 Gene durch quantitative Realtime PCRs mit denselben Proben

analysiert. Diese mMRNA-Proben wurden jeweils im Triplikat angesetzt und spiegelten
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den Zellstatus nach acht Tagen Kultur wider. Fiur die Analyse der Proteinexpression
ausgewahlter Gene wurden Gesamtproteinlysate eingesetzt, die analog zu den
verwendeten mRNA-Proben generiert wurden.

Zusatzlich wurde auch die Sekretion einiger Faktoren in ELISAs untersucht. Hierzu
wurde konditioniertes Medium zu gleichen Bedingungen, d.h. nach acht Tagen
Kultur, im Triplikat generiert.

Im Folgenden werden die Daten von Genen der Gruppen "Barrierefunktion",

"Entzindungsreaktion" und "Tumorentstehung" exemplarisch prasentiert.

3.4.6.1. Barrierefunktion

Um die Barrierefunktion der TLR4-Klone zu charakterisieren, wurden exemplarisch
die Zell-Zell-Kommunikation (Cx43) und Differenzierung (SI) auf mRNA- und

Proteinebene untersucht.

Fur die Zell-Zell-Kommunikation wurde zunachst die mRNA-Expression des "gap

junction"” Gens Cx43 analysiert.
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Abb.3.21. mRNA Genexpression von Cx43 in untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-
Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T3991 und TLR4-D299G
wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von Cx43 untersucht. Die Kopienzahl
von Cx43 wurde fir die Auswertung auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative
Konzentration angegeben. Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von zwei unabhangigen PCR-
Laufen, in denen die mRNA-Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-Klonen TLR4-FL und
TLR4-T3991 wies der TLR4-D299G-Klon eine signifikant gesteigerte Cx43-
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Genexpression auf. TLR4-FL- und TLR4-T399I-Zellen zeigten dabei eine
vergleichbare Cx43-mRNA-Expression. Untransfizierte Caco-2-Zellen exprimierten

hingegen unter diesen Kulturbedingungen nur minimale Cx43-mRNA Mengen
(Abb.3.21.).

Im Western-Blot zeigten die TLR4-Klone und untransfizierte Caco-2-Kontrollzellen
dagegen folgendes Bild (Abb.3.22.).
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Abb.3.22. Proteinexpression von Cx43. Gesamt-Zelllysate von untransfizierten Caco-2-Zellen und
den TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G wurden im Western-Blot auf die
Proteinexpression von Cx43 untersucht. Uberpriifen des Blots mit anti-GAPDH diente als
Ladungskontrolle. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von zwei unabhangigen
Versuchen.

In der Cx43-Proteinexpression zeigte sich im Vergleich zur Cx43-mRNA-Expression
das gegenteilige Bild. In untransfizierten Caco-2- und dem TLR4-FL-Klon, die beide
kaum Cx43-mRNA exprimierten, war die hochste Cx43-Proteinexpression
detektierbar (Abb.3.22.). Der TLR4-T399I-Klon wies eine deutlich geringere Cx43-
Proteinexpression auf. Im TLR4-D299G-Klon, mit der signifikant hochsten mRNA-

Expression, war kaum Cx43-Protein nachweisbar.

Cx43 zeigte bereits in den TLR2-Klonen ein spiegelverkehrtes Expressionsmuster
zwischen mRNA-Ebene und Proteinebene. So war im TLR2-R753Q-Klon die mRNA-
Expression deutlich erhdéht (Abb.3.8.). Das Cx43-Protein wurde dann aber
posttranslational Uber das Proteasom verstarkt abgebaut, so dass kaum eine Cx43-
Proteinexpression nachweisbar war. Dies kdonnte ebenfalls im TLR4-D299G-Klon der

Fall sein.
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Zusammengefasst zeigte der TLR4-D299G-Klon, wie schon der TLR2-R753Q-Klon,
zwar eine erhohte Cx43-mRNA-Expression, aber kaum detektierbare Mengen an
Cx43-Protein. Dies wurde wahrscheinlich Gber das Proteasom verstarkt abgebaut, so
dass die Zellen versuchten, den Cx43-Proteinmangel mit einer erhohten mRNA-

Bildung zu kompensieren.

Neben der Zell-Zell-Kommunikation wurde auch die Differenzierung der TLR4-Klone

anhand der SI-Genexpression analysiert.
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Abb.3.23. mMRNA Genexpression von Sl in untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-Klonen.
Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399I und TLR4-D299G wurden in
quantitativen Realtime PCRs auf die mRNA Expression von Sl untersucht. Die Kopienzahl von Sl
wurde fir die Auswertung auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative
Konzentration angegeben. Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von zwei unabhangigen PCR-
Laufen, in denen die mRNA-Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; *** p < 0,001. Die
Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen prasentierten alle drei TLR4-Klone
eine signifikant verminderte Sl-Genexpression. Unter den TLR4-Klonen exprimierte
der TLR4-FL-Klon die héchste Menge an SI-mRNA, gefolgt vom TLR4-T399I- und
TLR4-D299G-Klon. Im Gegensatz zu allen anderen Zellen war im TLR4-D299G-Klon
fast keine SI-mRNA-Expression nachweisbar (Abb.3.23.).

Dementsprechend besall der TLR4-D299G-Klon nach acht Tagen Kultur kaum

Differenzierungspotential. Wie entartete Tumorzellen erschienen die Zellen des
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TLR4-D299G-Klons vielmehr entdifferenziert und erfillen damit ein weiteres

Kriterium fUr einen potentiellen malignen Tumorphanotyp.

Zusammenfassend zeigte die TLR4-D299G-Mutante eine abweichende Gen- und
Proteinexpression fur Cx43 (Abb.3.21. und Abb.3.22.), sowie ein stark vermindertes

Potential zur Ausdifferenzierung (Abb.3.23.).

3.4.6.2. Entzindungsmediatoren

Des Weiteren wurde die Expression von Genen, die an Entziindungsreaktionen
beteiligt sind, in den TLR4-Klonen analysiert. Neben der Aktivierung von
Entzindungsmediatoren sind auch Mechanismen wie "ER-Stress", Koagulation und
die Komplementkaskade an Entzindungsreaktionen beteiligt. Diese Gene wurden
zunachst auf mRNA-Ebene in quantitativen Realtime PCRs untersucht. Der
funktionelle Nachweis erfolgte Uber die Quantifizierung ausgewahlter sekretierter
Proteine in ELISAs.

In den Array Daten zeigten die beiden Gene ‘Interleukin 2 Rezeptor Gamma"
(IL2RG) und "Annexin A1" (ANXA1) deutliche Unterschiede in der Genexpression in

den TLR4-Klonen. Dies wurde hier in quantitativen Realtime PCRs Uberpruft.
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Abb.3.24. mRNA Genexpression von IL2RG (A) und ANXA1 (B) in untransfizierten Caco-2-
Zellen und den TLR4-Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-
T399I und TLR4-D299G wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von IL2RG (A)
und ANXA1 (B) untersucht. Die Kopienzahlen von IL2RG und ANXA1 wurden fiir die Auswertung auf
das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative Konzentrationen angegeben. Die
Abbildung zeigt die Zusammenfassung von zwei unabhangigen PCR-Laufen, in denen die mRNA-
Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Daten sind als
Mittelwert + SEM dargestellt.
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Sowohl fur IL2RG als auch fur ANXA1 zeigte der TLR4-D299G-Klon die signifikant
hdochste mRNA-Expression im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen, dem
TLR4-FL- und dem TLR4-T399I-Klon. Untransfizierte Caco-2-Zellen und der TLR4-
FL-Klon wiesen ahnliche IL2ZRG-mRNA-Mengen auf, die im Vergleich zum TLR4-
T399I-Klon beide signifikant gesteigert waren (Abb.3.24.A).

In der ANXA1-mRNA-Genexpression war ebenfalls kein Unterschied zwischen
untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR4-FL-Klon feststellbar. Im Vergleich zu
diesen exprimierte der TLR4-T399I-Klon allerdings signifikant mehr ANXA1-mRNA
(Abb.3.24.B).

Fur den Bereich der Enzindungsmediatoren zeigte der TLR4-D299G-Klon eine
deutlich gesteigerte Expression der exemplarisch untersuchten Gene IL2RG und
ANXAT.

"ER-Stress" kann auch an der Entstehung chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen beteiligt sein [86]. BIP/GRP78 ist ein Hauptprotein des

Endoplasmatischen Retikulums, dessen Expression hier im Western-Blot untersucht

wurde.
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Abb.3.25. Proteinexpression von BIP/GRP78 in den TLR4-Klonen. Gesamt-Zelllysate von
untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399I und TLR4-D299G wurden
im Western-Blot auf die Proteinexpression von BIP/GRP78 untersucht. Uberpriifen des Blots mit anti-
GAPDH diente als Ladungskontrolle. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von zwei
unabhangigen Versuchen.

Untransfizierte Caco-2-Zellen und die drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399| und
TLR4-D299G zeigten eine vergleichbare BIP/GRP78-Proteinexpression im Western-
Blot bei gleicher Beladung des Gels (Abb.3.25.).
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Somit wiesen die TLR4-Klone keinen "ER-Stress" auf und das Endoplasmatische

Retikulum war nicht fehlreguliert.

Bei einer Entzindungsreaktion kann auch die Koagulationskaskade aktiviert werden.
Es wurde die Genexpression zweier Hauptmolekile der Koagulation "Alpha-2-

Makroglobulin” (A2M) und "Tissue Factor Pathway Inhibitor" (TFPI) exemplarisch

untersucht.
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Abb.3.26. MRNA Genexpression von A2M (A) und TFPI (B) in untransfizierten Caco-2-Zellen
und den TLR4-Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399! und
TLR4-D299G wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von A2M (A) und TFPI
(B) untersucht. Die Kopienzahlen von A2M und TFPI wurden fur die Auswertung auf das
"housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative Konzentrationen angegeben. Die Abbildung
zeigt die Zusammenfassung von zwei unabhangigen PCR-Laufen, in denen die mRNA-Proben im
Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
dargestellt.

Der TLR4-D299G-Klon zeigte im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen, dem
TLR4-FL- und TLR4-T399I-Klon die signifikant hochste mRNA-Expression, sowohl
fur A2M als auch fur TFPI. Untransfizierte Caco-2-Zellen und der TLR4-FL-Klon
wiesen fur beide Gene eine vergleichbare Genexpression auf. Der TLR4-T399I-Klon
zeigte die signifikant niedrigste A2M Genexpression, exprimierte allerdings signifikant
mehr TFPI als untransfizierte Caco-2-Zellen und TLR4-FL-Zellen (Abb.3.26.).

Auch flr zwei Hauptgene der Koagulation zeigte der TLR4-D299G-Klon eine
signifikant erhéhte Genexpression der Gene A2M und TFPI.

Diese erhdhte mRNA-Expression wurde funktionell in ELISAs weiter untersucht.
Hierzu wurde konditioniertes Medium untransfizierter Caco-2-Zellen und der TLR4-
Klone TLR4-FL, TLR4-T3991 und TLR4-D299G im Duplikat in die ELISAs eingesetzt.
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Abb.3.27. Sekretion der Koagulationsfaktoren A2M (A) und TFPI (B). Konditioniertes Medium von
untransfizierten Caco-2-Zellen und den drei TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G
wurde in zwei ELISAs auf die Sekretion von A2M (A) und TFPI (B) untersucht. Die Abbildungen
zeigen die Zusammenfassung von zwei unabhangigen Messungen. Pro Zellklon wurden die Proben
im Triplikat angesetzt und jede Probe im Duplikat im ELISA gemessen. Die Konzentrationen wurden
anhand einer Standardkurve berechnet, die ebenfalls im Duplikat angesetzt wurde. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Die Uberexpression von TLR4-D299G fiihrte in dem Klon zu einer konstitutiv
signifikant erhohten Sekretion der Koagulationsfaktoren A2M (20-145fach) und TFPI
(4-9fach). Im Gegensatz dazu sekretierten sowohl untransfizierte Caco-2-Zellen als
auch die TLR4-Klone TLR4-FL und TLR4-T399] kaum A2M und TFPI (Abb.3.27.).

Dementsprechend bestatigten die ELISAs die zuvor erhobenen Daten der

quantitativen Realtime PCRs.

Auch die Komplementkaskade ist in Entziindungsreaktionen aktiviert. Exemplarisch
fur die Komplementkaskade wurde zunachst die Genexpression von C3 und C5 auf

mMRNA-Ebene analysiert.
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Abb.3.28. mRNA Genexpression von C3 (A) und C5 (B) in untransfizierten Caco-2-Zellen und
den TLR4-Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399| und
TLR4-D299G wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von C3 (A) und C5 (B)
untersucht. Die Kopienzahlen von C3 und C5 wurden fir die Auswertung auf das "housekeeping-Gen"
GAPDH bezogen und als relative Konzentrationen angegeben. Die Abbildung zeigt die
Zusammenfassung von drei (C5), bzw. vier (C3) unabhangigen PCR-Laufen, in denen die mRNA-
Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Daten sind als
Mittelwert + SEM dargestellt.

In der C3-Genexpression zeigten untransfizierte Caco-2-Zellen und der TLR4-
D299G-Klon eine signifikant gesteigerte mMRNA-Expression im Vergleich zum TLR4-
FL- und TLR4-T399I-Klon (Abb.3.28.A). Verglichen miteinander waren allerdings
keine signifikanten Unterschiede in untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR4-
D299G-Klon in der C3-Genexpression feststellbar. Die TLR4-FL- und TLR4-T399I-

Klone demonstrierten eine vergleichbare, niedrigere C3-mRNA-Expression.

Im Gegensatz dazu exprimierte der TLR4-D299G-Klon die signifikant hochste C5-
MmRNA-Menge. Gefolgt wurde dieser von untransfizierten Caco-2-Zellen, die
wiederum signifikant mehr C5-mRNA exprimierten als die TLR4-FL- und TLR4-
T399I-Klone. Die TLR4-FL- und TLR4-T399I-Klone wiesen eine vergleichbare C5-
Genexpression auf (Abb.3.28.B).

Fur die beiden Komplementfaktoren C3 und C5 wies der TLR4-D299G-Klon im
Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und den anderen TLR4-Klonen eine
erhdhte mRNA-Expression auf.

Funktionell wurde die Sekretion dieser beiden Hauptkomplementfaktoren in ELISAs
weiter untersucht. Hierzu wurde konditioniertes Medium untransfizierter Caco-2-
Zellen und der TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G im Duplikat in
die ELISAs eingesetzt. Fur die C3a und C5a Sekretion zeigte sich folgendes Bild:
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Abb.3.29. Sekretion der Komplementfaktoren C3a (A) und C5a (B). Konditioniertes Medium von
untransfizierten Caco-2-Zellen und den drei TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399! und TLR4-D299G
wurde in zwei ELISAs auf die Sekretion von C3a (A) und C5a (B) untersucht. Die Abbildungen zeigen
die Zusammenfassung von zwei unabhangigen Messungen. Pro Zellklon wurden die Proben im
Triplikat angesetzt und jede Probe im Duplikat im ELISA gemessen. Die Konzentrationen wurden
anhand einer Standardkurve berechnet, die ebenfalls im Duplikat angesetzt wurde. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

FUr die Sekretion der Komplementfaktoren C3a und Cba zeigte sich ein
vergleichbares Ergebnis zu den Realtime-PCR Daten. Der TLR4-D299G-Klon
sekretierte konstitutiv die signifikant hochste Menge an C3a (Abb.3.29.A) und C5a
(Abb.3.29.B) im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen, dem TLR4-FL- und dem
TLR4-T399I-Klon. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die beiden TLR4-Klone TLR4-
FL und TLR4-T399I hingegen sezernierten kaum C3a und Cba.

Dementsprechend bestatigten die ELISAs die zuvor erhobenen Daten der

quantitativen Realtime PCRs.

Zusammenfassend zeigte der TLR4-D299G-Klon eine erhdhte Produktion von
Entzindungsmediatoren (Abb.3.24.), Gerinnungs- (Abb.3.26. und Abb.3.27.) und
Komplementfaktoren (Abb.3.28. und Abb.3.29.). Der TLR4-D299G-Klon wies somit
basal eine erhdhte Produktion und Sekretion von Genen und Proteinen einer
Entzindungsreaktion auf. Eine Fehlregulation des ER konnte allerdings nicht
nachgewiesen werden (Abb.3.25.).
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3.4.6.3. Tumorentstehung

In der DNA-Microarray-Analyse zeigte der TLR4-D299G-Klon deutliche
Veranderungen in Genen der Tumorentstehung, die durch seine Morphologie und
Stérungen in der Mitose zuvor schon vermutet wurden. Die Expression der
Onkogene "Cyclooxygenase-2" (COX-2), cMyc und "Signal Transducer and Activator
of Transcription” (STAT3) wurde in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA-Ebene

und in Western-Blots auf Proteinebene untersucht.

Fur COX-2 zeigte sich folgende mRNA-Expression:
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Abb.3.30. MRNA Genexpression von COX-2 in untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-
Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399| und TLR4-D299G
wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von COX-2 untersucht. Die Kopienzahl
von COX-2 wurde fur die Auswertung auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative
Konzentration angegeben. Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von drei unabhangigen PCR-
Laufen, in denen die mRNA-Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellit.

In der COX-2-Genexpression zeigte der TLR4-D299G-Klon die signifikant hdchste
COX-2-mRNA-Expression im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und den
beiden TLR4-Klonen TLR4-FL und TLR4-T399I| (Abb.3.30.). Der TLR4-T399I-Klon
wies die zweithochste COX-2-Genexpression auf, die signifikant hdher war als in
untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR4-FL-Klon. Untransfizierte Caco-2-Zellen

und der TLR4-FL-Klon exprimierten dabei vergleichbare Mengen an COX-2-mRNA.
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Auf Proteinebene hingegen zeigten die Zellen folgende Expression:
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Abb.3.31. Proteinexpression von COX-2. Gesamt-Zelllysate von untransfizierten Caco-2-Zellen und
den TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G wurden in einem Western-Blot auf die
Proteinexpression von COX-2 untersucht. Reproben des Blots mit anti-GAPDH diente als
Ladungskontrolle. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von zwei unabhangigen
Versuchen.

Auf Proteinebene wurde das Realtime-PCR-Ergebnis nicht bestatigt. Untransfizierte
Caco-2-Zellen zeigten hier eine vergleichbare COX-2-Proteinexpression zu den
beiden TLR4-Klonen TLR4-T3991 und TLR4-D299G. Allein der TLR4-FL-Klon
demonstrierte eine geringfligig verminderte COX-2-Proteinexpression (Abb.3.31.).

Die GAPDH-Banden bestatigten die Beladung des Gels mit gleichen Proteinmengen.

Dies spricht gegen eine wesentliche Beteiligung des COX-2-Signalweges an den
phanotypischen Auspragungen der TLR4-D299G-Mutation in diesem Zellklon, da auf
Proteinebene keine Unterschiede zu untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR4-
T399I-Klon sichtbar waren.

Als ein weiterer, mdglicherweise beteiligter Signalweg an der Tumorentwicklung des
TLR4-D299G-Klons wurde die mRNA- und Proteinexpression des Onkogens cMyc

untersucht.
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Abb.3.32. mMRNA Genexpression von cMyc in untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-
Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G
wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von cMyc untersucht. Die Kopienzahl
von cMyc wurde fiir die Auswertung auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative
Konzentration angegeben. Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von zwei unabhangigen PCR-

Laufen, in denen die mRNA-Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellit.

Im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen demonstrierten die beiden TLR4-
Klone TLR4-T3991 und TLR4-D299G eine signifikant gesteigerte cMyc-
Genexpression. Untransfizierte Caco-2-Zellen und der TLR4-FL-Klon zeigten eine
vergleichbare cMyc-mRNA-Expression, ebenso wie die drei TLR4-Klone TLR4-FL,
TLR4-T399I und TLR4-D299G untereinander (Abb.3.32.).

Im Western-Blot zeigte sich folgendes Bild:

cMyc * Py -y 62 kDa

GAPDH e — — — 37 kDa
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Abb.3.33. Proteinexpression von cMyc. Gesamt-Zelllysate von untransfizierten Caco-2-Zellen und
den TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G wurden in einem Western-Blot auf die
Proteinexpression von cMyc untersucht. Uberpriifen des Blots mit anti-GAPDH diente als
Ladungskontrolle. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von zwei unabhangigen
Versuchen.

Die auf mRNA-Ebene signifikant gesteigerte cMyc-Genexpression der TLR4-Klone
TLR4-T399I1 und TLR4-D299G wurde im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen
auf Proteinebene im Western-Blot bestatigt (Abb.3.33.). Im Gegensatz zur mRNA-
Expression war die cMyc-Proteinexpression in untransfizierten Caco-2-Zellen kaum
nachweisbar. In allen stabil transfizierten TLR4-Klonen hingegen war das cMyc-
Protein deutlich nachweisbar. Die TLR4-Klone TLR4-T3991 und TLR4-D299G
demonstrierten eine untereinander vergleichbare cMyc-Protein-Expression. Gleiche
Expressionsstarken der GAPDH-Banden bestatigten eine gleiche Beladung des

Western-Blots.

Dieses Ergebnis macht eine Beteiligung des cMyc-Signalweges am spezifischen
Tumorphanotyp des TLR4-D299G-Klons ebenfalls eher unwahrscheinlich.

Als dritter Signalweg wurde die Expression des Transkriptionsfaktors STAT3
untersucht. STAT3 ist ein Proto-Onkogen und kann die Tumorentstehung im
intestinalen Epithel fordern [18] [68].

Auf mMRNA-Ebene war folgende STAT3-Genexpression nachweisbar:
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Abb.3.34. mRNA Genexpression von STAT3 in untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-
Klonen. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G
wurden in quantitativen Realtime PCRs auf mRNA Expression von STAT3 untersucht. Die Kopienzahl
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von STAT3 wurde fir die Auswertung auf das "housekeeping-Gen" GAPDH bezogen und als relative
Konzentration angegeben. Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von drei unabhangigen PCR-
Laufen, in denen die mRNA-Proben im Triplikat eingesetzt wurden. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p <
0,001. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Der TLR4-D299G-Klon zeigte im Vergleich zum TLR4-FL- und TLR4-T399I-Klon eine
signifikant gesteigerte STAT3-mRNA-Expression (Abb.3.34.). Diese war vergleichbar
zur STAT3-Expression untransfizierter Caco-2-Zellen. Die beiden TLR4-Klone TLR4-
FL und TLR4-T399I prasentierten keine signifikanten Unterschiede in der STAT3-

MRNA-Expression.

Um eine mdgliche Beteiligung des STAT3-Signalweges am malignen Phanotyp des
TLR4-D299G-Klons abzuklaren, wurde neben der Proteinexpression auch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 durch Phosphorylierung am Tyrosin 705

des Proteins im Western-Blot untersucht.
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Abb.3.35. Proteinexpression und Aktivierung von STAT3. Gesamt-Zelllysate untransfizierter Caco-
2-Zellen und der drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399I und TLR4-D299G wurden in einem Western-
Blot auf eine Phosphorylierung des STAT3-Proteins am Tyrosin 705 untersucht. Der Blot wurde
anschlieBend durch Reproben auf die Proteinexpression von totalem STAT3-Protein untersucht. Ein
weiteres Reproben mit anti-GAPDH dient als Ladungskontrolle. Die Abbildung zeigt einen
reprasentativen Western-Blot von drei unabhangigen Versuchen.

In der Expression von totalem STAT3-Protein zeigten sich zwischen untransfizierten
Caco-2-Zellen und den drei TLR4-Klonen TLR4-FL, TLR4-T399!] und TLR4-D299G
keine Unterschiede im Western-Blot (Abb.3.35.). Wurde allerdings der
Aktivierungszustand von STAT3 Uber die Phosphorylierung von Tyrosin 705 des
STAT3-Proteins untersucht, so demonstrierte der TLR4-D299G-Klon eine deutlich
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erhdhte Phosphorylierung und damit Aktivierung von STAT3 im Vergleich zu den
anderen Zellen. Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-FL- und der TLR4-T399I-
Klon wiesen einen vergleichbar niedrigen basalen Phosporylierungsgrad des STAT3-
Proteins auf. Dies ist wahrscheinlich mit dem hohen FCS-Gehalt (20%) im
Kulturmedium zu erklaren. Die GAPDH-Banden belegten den Einsatz gleicher

Proteinmengen im Western-Blot.

Zusammenfassend ist eine Beteiligung des STAT3 Signalweges am Tumorphanotyp
des TLR4-D299G-Klons aufgrund der hoéheren Phosphorylierung und damit
Aktivierung wahrscheinlich.

3.4.7. Invasivitat

Die Fahigkeit zum invasiven Wachstum ist ein wesentliches Charakteristikum von
malignen Tumorzellen. Dabei kdnnen mehrere Mechanismen involviert sein, unter
anderem der Signalweg des Transkriptionsfaktors STAT3 [95], der in dem TLR4-
D299G-Klon signifikant hdher phosphoryliert war.

3.4.7.1. Matrigel® Invasionsversuch

Mit Hilfe von Matrigel® beschichteten Zellkultureinsatzen wurde das
Invasionsverhalten in vitro untersucht. Da der TLR4-D299G-Klon einen tumorzell-
ahnlichen Phanotyp mit gestorten Zellteilungen und Fehlregulationen in Genen der
Tumorentstehung aufwies, wurden die TLR4-Klone und untransfizierte Caco-2-Zellen

in Matrigel® Invasionsversuchen eingesetzt.

Hierzu wurden die Zellen mit gleichen Zellzahlen (130.00 Zellen pro Einsatz) auf
beschichteten Matrigel®-Kultureinsatzen ausplattiert und acht Tage kultiviert. Die
Kultureinsatze wurden dann invertiert und mit der Kristallviolett-Farbung auf Matrigel-

infiltrierende Zellen ausgewertet.
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Abb.3.36. Kristallviolett-Farbung invertierter Matrigel®-Kultureinsatze auf invasives Wachstum.
Untransfizierte Caco-2-Zellen und die drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G
wurden mit gleichen Zellzahlen (130.000 Zellen) auf Matrigel®-beschichtete 6-well-Kultureinsatze
ausplattiert. Nach 8 Tagen Kultur wurden die Einsatze invertiert und die Unterseiten mit Kristallviolett
auf invasiv gewachsene Zellen angefarbt. Die Abbildungen zeigen reprasentative Ausschnitte der
Unterseiten der Zellkultureinsdtze von mindestens drei unabhangigen Versuchen (Nikon Eclipse

E6000, 4x VergrofRerung).

Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-Klone TLR4-FL und TLR4-T399I zeigten

nach Kiristallviolett-Farbung keine eingewanderten Zellen auf der Unterseite des

Zellkultureinsatzes. Die Uberexpression der TLR4-D299G-Mutante hingegen fiihrte

zur Infiltration der Zellen in diesem In-vitro-Invasionsmodell (Abb.3.36.).

Dieser funktionelle Nachweis des invasiven Wachstums in vitro bietet einen weiteren

Hinweis auf den malignen Tumorzell-Phanotyp des TLR4-D299G-Klons.
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3.4.7.2. Mechanismus des invasiven Wachstums des TLR4-D299G-Klons

Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist ein Hauptregulator fur Proliferation und maligne
Transformation von Zellen. In Kolonkarzinomzellen ist gezeigt worden, dass STAT3
durch Phosphorylierung konstitutiv aktiviert ist [95]. Der TLR4-D299G-Klon zeigte in
vorherigen Versuchen eine gesteigerte Aktivierung von STAT3 durch
Phosphorylierung an Tyrosin 705.

Die funktionellen Auswirkungen der gesteigerten STAT3-Aktivierung auf die
Invasivitat des TLR4-D299G-Klons wurden in einem weiteren Matrigel®-Versuch
analysiert. Dabei wurde im TLR4-D299G-Klon der STAT3-Signalweg durch die Gabe
eines spezifischen STAT3 Inhibitors (STAT3 Inhibitor VI) ab Tag eins der Kultivierung
blockiert. Nach 8 Tagen Kultur wurden der STAT3-inhibierte und der DMSO-
behandelte TLR4-D299G-Klon mit der Kristallviolett-Farbung auf Unterschiede im

Invasionsverhalten untersucht.
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Abb.3.37. Kristallviolett-Farbung von unbehandelten (A) und STAT3-inhibierten TLR4-D299G-
Zellen (B). TLR4-D299G-Zellen wurden jeweils im Triplikat mit gleichen Zellzahlen (130.000 Zellen)
auf Matrigel®-beschichtete Zellkultureinsatze ausplattiert. Ab Tag eins der Kultur wurde in die Halfte
der Zellen als Losungsmittelkontrolle DMSO bzw. ein spezifischer STAT3-Inhibitor zugegeben und mit
jedem Mediumwechsel erneuert. Nach 8 Tagen Kultur wurden die Kultureinsatze invertiert und mit
Kristallviolett auf eingewanderte Zellen gefarbt. Die Abbildungen zeigen reprasentative Ausschnitte
der Unterseiten der Zellkultureinsatze von mindestens drei unabhangigen Versuchen (Nikon Eclipse
E6000, 4x VergroRerung).

Der mit der Lésungsmittelkontrolle DMSO behandelte TLR4-D299G-Klon prasentierte
eine vergleichbar groRe Anzahl an invasiv gewachsenen Zellen wie der zuvor
unbehandelte TLR4-D299G-Klon (Abb.3.36.). Nach Inhibition des STATS3-
Signalweges zeigte der TLR4-D299G-Klon jedoch kein invasives Wachstum mehr
(Abb.3.37.).
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Nach Applikation eines COX-2-Inhibitors unter identischen Versuchsbedingungen
konnte hingegen keine Inhibition der Invasion des TLR4-D299G-Klons nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).

Dies lasst darauf schlielen, dass die Aktivierung des STAT3-Signalweges das

invasive Wachstum des TLR4-D299G-Klons spezifisch in vitro triggert.

3.4.8. Untersuchung der Tumorentstehung des TLR4-D299G-Klons im
Xenograft-Modell in vivo

Ob der TLR4-D299G-Klon nicht nur in vitro, sondern auch in vivo invasiv wachst,
wurde mit dem CD1 nu/nu Matrigel®-Xenograft Mausmodell untersucht. CD1
Nacktmause besitzen keinen Thymus, konnen also keine T-Zellen bilden. Die
zusatzliche intraperitoneale Applikation des Anti-Asialo GM1 Antikdrpers blockiert die
NK-Zell-Bildung. Das heil3t, diese Tiere besitzen keine Effektorzellen des
Immunsystems, sind also immundefizient und als Xenograft-Modell fir Caco-2-Zellen
geeignet [42] .

Untransfizierte Caco-2-Zellen und die drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399| und
TLR4-D299G wurden mit gleichen Zellzahlen (1x10° pro Maus) in PBS in Suspension
gebracht. Die Zellsuspension wurde mit flissigem Matrigel® 1:1 vermischt und den
CD1-Nacktmausen subkutan injiziert. Dabei wurden pro Zellklon drei bis vier Mause
inokuliert. Zusatzlich wurden diese in funftagigen Abstanden mit dem Anti-Asialo
GM1 Antikoérper (0,5mg in 500ul PBS) behandelt. Wahrend der dreiwdchigen
Inkubationszeit wurde das Tumorwachstum in regelmaRigen Abstanden dokumentiert
(Abb.3.38.).
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Abb.3.38. Wachstumskinetik der Xenograft-Tumoren. Untransfizierte Caco-2-Zellen und die TLR4-
Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-D299G wurden mit gleichen Zellzahlen (1x106 pro Maus) in
PBS in Suspension gebracht, 1:1 mit flissigem Matrigel® vermischt und subkutan in CD1-
Nacktmause injiziert. Den Mausen wurde zusatzlich der Anti-Asialo GM1 Antikérper intraperitoneal mit
0,5mg in 500ul PBS alle 5 Tage appliziert, um die NK-Zell-Bildung zu blockieren. Wahrend der
dreiwochigen Versuchsdauer wurde die TumorgrofRe in regelmaRigen Abstédnden gemessen. Die
Grafik zeigt die Zusammenfassung von je drei bis vier Mausen pro Zellklon. Die Daten sind dabei als
Mittelwert + SEM dargestellt. + p > 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Bereits nach vier Tagen Versuchsdauer zeigten die Tumore des TLR4-D299G-Klons
eine signifikant gesteigerte GroRe im Vergleich zu den Tumoren nach Injektion
untransfizierter Caco-2-Zellen, bzw. der TLR4-Klone TLR4-FL und TLR4-T399I. Die
Tumore des TLR4-D299G-Klons und ihre Signifikanz wuchsen bis Tag 8 des
Versuches noch an, blieben dann bis zum Ende des Versuches auf diesem Niveau
konstant. Im Gegensatz zu den TLR4-D299G-Klon-Tumoren war in den Tumoren der
drei anderen Zellklone kein Wachstum feststellbar, vielmehr nahm ihre Grole
wahrend des Versuches ab. Die Tumore untransfizierter Caco-2-Zellen und der
TLR4-Klone TLR4-FL und TLR4-T3991 zeigten wahrend der gesamten
Versuchsdauer untereinander vergleichbare GréRRen.

Nach Abschluss der dreiwochigen Versuchsdauer wurden die Tiere getotet. Die
Tumore wurden herausprapariert, fur weitere Analysen in Einbettmedium eingebettet

und fur spatere Gefrierschnitte bei — 80°C eingefroren.
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Abb.3.39. Dokumentation der TLR4-FL- und TLR4-D299G-Tumore in situ und prapariert. Nach
Beendigung des Versuches wurden die Nacktmause getotet, die Tumoren herausprapariert (rechte
Seite) und die TumorgréRe dokumentiert. Die Abbildung zeigt exemplarisch eine Maus mit einem
TLR4-FL-Klon-Tumor (obere Maus) und eine Maus mit einem TLR4-D299G-Klon-Tumor (untere
Maus). Die Lage der Tumore ist mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Der GréRenstandard gibt die
Grofde in cm an. (IXUS 60, Canon)

Wie in Abb.3.39. an einem Beispiel sichtbar ist, waren die Unterschiede in der
TumorgroRe des TLR4-D299G-Klons zum TLR4-FL-Klon visuell klar erkennbar. So
wies der Tumor des TLR4-D299G-Klon-Xenografts die ungefahr doppelte GroRe der
TLR4-FL-Klon-Kontrolltumore auf. Die Tumore nach Injektion von untransfizierten
Caco-2-Zellen und des TLR4-T399I-Klons waren in ihrer Groe vergleichbar mit
denen nach Injektion des TLR4-FL-Klons.

Zusammenfassend zeigte der TLR4-D299G-Klon in vivo ein schnelleres und
signifikant grofleres Tumorwachstum im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen
und den beiden TLR4-Klonen TLR4-FL und TLR4-T399l, die im 22-tagigen

Versuchsverlauf eine deutliche Regression der initialen TumorgroRe aufwiesen.

3.4.9. Histopathologie der Xenograft-Tumoren

Nach Ablauf der dreiwdchigen Wachstumsphase der Xenograft-Tumoren wurden
diese herausprapariert, eingebettet und Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden fur
eine Beurteilung der Histopathologie mit H/E angefarbt. Sowohl die Gefrierschnitte
als auch die H/E-Farbung wurden arbeitsgruppenintern von Dipl. Biol. Birgit Ey
angefertigt.
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Abb.3.40. Histopathologie der Xenograft-Tumore nach H/E-Farbung. Die praparierten Xenograft-
Tumore untransfizierter Caco-2-Zellen und der drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399] und TLR4-
D299G wurden in Einbettmedium eingebettet und Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden dann in
einer H/E-Farbung auf ihre Histopathologie untersucht. Die Abbildungen zeigen reprasentative
Ausschnitte der Praparate von mindestens drei Mausen pro Zellklon. Das kleinere Bild gibt dabei
jeweils einen Uberblick tiber den Gefrierschnitt (Nikon Eclipse E6000, 4x VergroRerung), wahrend die
groRere Abbildung einen Bildausschnitt detaillierter darstellt (Nikon Eclipse E6000, 20x
Vergrolerung).

Die Xenograft-Tumore von untransfizierten Caco-2-Zellen und den beiden TLR4-
Klonen TLR4-FL und TLR4-T399| zeigten in der H/E-Farbung ausdifferenzierte,
geordnete saulenférmige Zellen (Abb.3.40.). Dieses Wachstumsmuster lasst sich mit

dem die Zellen umhullenden Matrigel® erklaren. Bietet dieses den Zellen eine Matrix,
so zeigen Caco-2-Zellen diesen Phanotyp [69]. Ein Hinweis auf invasives Wachstum
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war in den Praparaten der untransfizierten Caco-2 und der TLR4-Klone TLR4-FL und
TLR4-T399I nicht sichtbar.

Im Gegensatz dazu zeigten die Tumore des TLR4-D299G-Klons ungeordnete und
undifferenzierte Zellen. Dabei war die Zelldichte in diesen Tumoren deutlich héher als
in den anderen drei Praparaten (Abb.3.40. unten rechts). Dies erklart den zuvor
dokumentierten groReren Umfang der Tumore des TLR4-D299G-Klons. Das
Praparat des TLR4-D299G-Klons zeigte in dieser Abbildung exemplarisch
Invasionsverhalten, d.h. in eine Muskelschicht des umliegenden Gewebes

eingewanderte Zellen.

Die Gefrierschnitte wurden zur weiteren Uberpriifung des vorliegenden Zelltyps mit
einem Anti-Pan-Zytokeratin-Antikdrper in einer indirekten Immunfluoreszenzfarbung
angefarbt und am Laser Scanning Mikroskop ausgewertet. Zytokeratine werden von
epithelialen Zellen gebildet und reprasentieren als Intermediarfilamente den
wichtigsten Teil des Zytoskeletts. Dementsprechend bietet die Zytokeratin-Farbung
den spezifischen Nachweis epithelialer Zellen in den subkutanen Xenograft-

Praparaten.



3. Ergebnisse 135

Caco-2 untransfiziert TLR4-FL
TLR4-T399I TLR4-D299G

Abb.3.41. Immunfluoreszenzfarbung fir Pan-Zytokeratin der Xenograft-Tumore. Die praparierten
Xenograft-Tumore untransfizierter Caco-2-Zellen und der drei TLR4-Klone TLR4-FL, TLR4-T399I und
TLR4-D299G wurden in Einbettmedium eingebettet und Gefrierschnitte angefertigt. Mit diesen wurde
dann eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung fiir Pan-Zytokeratin (AlexaFluor® 488, griin)
durchgefiihrt und am Laser Scanning Mikroskop (Plan-Apochromat 20x/0,75, Scan Zoom 1,0)
ausgewertet. Die Abbildungen zeigen jeweils reprasentative Bildausschnitte der Praparate. Pro
Zellklon wurden drei bis vier Mause ausgewertet.

In dieser Farbung bestatigte sich die deutlich héhere Dichte an undifferenzierten,
ungeordneten IEC in Tumoren des TLR4-D299G-Klons (Abb.3.41.). Tumore von
untransfizierten Caco-2-Zellen und den TLR4-Klonen TLR4-FL und TLR4-T399I
zeigten wie in der H/E Farbung geordnete Zellverbande mit kryptenahnlichen,

kubischen Zellen.

Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dass der TLR4-D299G-Klon deutlich
progressiver wachst und einen malignen Phanotyp mit invasivem Wachstum in vivo

aufweist.
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4. Diskussion

Das intestinale Epithel bildet die erste mechanische und immunologische Barriere
des mukosalen Immunsystems des Darms. Bei einer Verletzung des Epithels, wie in
CED durch Entziindungen, mussen verschiedene Wundheilungsmechanismen (z.B.
Proliferation, Zell-Zell-Kkommunikation und Restitution) schnell greifen, um die
Barriereintegritat und die mukosale Homodostase schnellstmoglich
wiederherzustellen. Des Weiteren kdnnten langanhaltende intestinale Entzindungen

auch zur Entstehung eines Colonkarzinoms fiihren.

Die funktionellen und phanotypischen Auswirkungen der TLR2- und TLR4-
Genvarianten TLR2-R753Q, TLR4-D299G und TLR4-T399I in bestimmten Zelltypen
der intestinalen Mukosa und im Zusammenhang mit CED sind bisher ungeklart. Die
vorliegende Arbeit bietet mit Transfektionsstudien der Plasmide pUNO-TLR2-FL,
pUNO-TLR2-R753Q, pUNO-TLR4-FL, pUNO-TLR4-D299G und pUNO-TLR4-T399I
in der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 erste Einblicke in die spezifischen
funktionellen und molekularen Auswirkungen dieser TLR-Polymorphismen im
intestinalen Epithel. Die intestinale Epithelzelllinie Caco-2 wurde hier gewahlt, da sie

ein anerkanntes, gangiges Modellsystem fur das intestinale Epithel darstellt [156].

4.1. Einfluss von TLR2 und des Colitis ulcerosa-assoziierten Polymorphismus
TLR2-R753Q auf die Homdostase und Restitution der intestinalen
Epithelbarriere

In der Regulation der Barriereintegritat und Wundheilung spielt TLR2 eine wichtige
Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Uberexpression von
TLR2-FL in der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 positiv auf die Differenzierung der
IEC auswirkte. TLR2 schitzte auRerdem die Barriereintegritat der ausdifferenzierten
IEC, u.a. durch Induktion der Proliferation und metabolische Aktivitat der Zellen. Des
Weiteren férderte die konstitutive Uberexpression von TLR2 verschiedene
Wundheilungsmechanismen. Hierbei zeigte sich eine erhohte Zell-Zell-
Kommunikation Uber "gap junctions” und eine effektivere und schnellere Migration
der Zellen nach Verwundung des Monolayers. Zusatzlich wurde TFF3, ein
Hauptregulator der intestinalen Wundheilung, in TLR2-Uberexprimierenden I|EC

konstitutiv produziert und sekretiert.
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In einer vorangegangenen Studie wurde der TLR2-R753Q-Polymorphismus als eine
dominant-negative Mutation beschrieben [106]. In mit TLR2-R753Q-Plasmid transient
transfizierten 293T-Zellen, einer Variante von HEK293-Zellen (Human Embryonic
Kidney Zellen), wurde keine Erhohung der NF-kB-Aktivitat auf Stimulation mit zwei
synthetisch hergestellten bakteriellen TLR2-Peptiden aus Borrelia burgdoferi und
Treponema pallidum nachgewiesen [106]. Es wird somit vermutet, dass TLR2 durch
die R753Q-Mutation in seiner Tertiarstruktur gestort ist und spezifische Liganden
nicht oder nur mit geringerer Affinitat binden konnen [106]. Aufgrund des maoglichen
Verlustes der Ligand-Rezeptor-Reaktion I6st die TLR2-R753Q-Mutante so keine

Signaleffekte aus.

Der Funktionsverlust der TLR2-R753Q-Mutation in IEC wurde in der vorliegenden
Arbeit durch verschiedene Wundheilungsstorungen und ihre Mechanismen erstmalig
beschrieben. Zur naheren Charakterisierung wurde das TLR2-R753Q-Plasmid hier in
eine humane intestinale Epithelzelllinie eingebracht, die den Wildtyp-TLR2 konstitutiv
exprimiert [24]. Damit reprasentiert dieses in vitro Transfektionsmodell mit Caco-2-
Zellen annahernd den im Menschen meist vorliegenden heterozygoten Status der
TLR2-R753Q-Mutation. Der leere Grundvektor pUNO konnte nicht stabil in die Caco-
2-Zellen integriert werden, da er weder das Blastizidin-Resistenzgen zur Selektion
noch das HA-Tag zur Identifizierung enthalt, so dass nur eine transiente Transfektion
der Zellen mit pUNO moglich war. Als adaquate Kontrollen fir den TLR2-R753Q-
Klon wurden in diesem Modell daher der TLR2-FL-Klon (mit demselben Grundvektor

pUNO) und untransfizierte Caco-2-Zellen eingesetzt.

Die Hohe der Expression der beiden Transgene TLR2-FL und TLR2-R753Q waren in
dieser Arbeit vergleichbar mit anderen Transfektionsstudien [121]. Die vergleichbar
niedrige Expression des TLR2-FL-Plasmids im TLR2-FL-Klon konnte mit der
konstitutiven, endogenen Expression des Rezeptors in der Caco-2-Zelllinie erklart
werden. Das Transgen konnte aufgrund der konstitutiven TLR2-Expression der
Zellen abgebaut oder aus der Zelle geschleust werden. Der TLR2-R753Q-Klon wies
hingegen eine hdhere Proteinexpression des Transgens auf. Hierfir kdnnte zum
Einen eine verstarkte Nachproduktion verantwortlich sein, da die Zelle den mutierten
Rezeptor eventuell in seiner Faltung als defekt ansieht. Zum Anderen konnte die hier
beschriebene Stérung des Proteasoms durch die TLR2-R753Q-Mutante zu einem
unvollstandigen Abbau des defekten TLR2-R753Q-Rezeptors flhren.
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In dieser Arbeit wurde zunachst die Fahigkeit der Ausdifferenzierung der TLR2-Klone
TLR2-FL und TLR2-R753Q im Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen
untersucht. Dabei wirkte sich die Uberexpression von TLR2-FL positiv auf die
Differenzierung aus. Dies wurde sowohl durch die TER-Daten (Abb.3.3) als auch
durch eine signifikant erhdéhte Sl-Genexpression belegt (Abb.3.4.). Die
Differenzierung von IEC zeichnet sich durch die zunehmende Polarisierung der
Zellen und der Integritat des gebildeten Epithels Uber feste Zell-Zell-Verbindungen,
den "tight junctions”, aus. Mit der Messung des TER kann in vitro die Integritat des
Monolayers bestimmt werden. Dabei ist der TER ein physiologischer und
physikalischer Messwert, der wiederum Ruckschlisse auf den Differenzierungsgrad
der IEC zulasst [156]. In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden,
dass die Aktivierung von TLR2 mit dem spezifischen Liganden PCSK zu einem
Anstieg des TERs in Caco-2-Zellen fuhrt [24]. Dieser Anstieg des TERs wurde Uber
zwei Isoformen der Proteinkinase C (PKCa/d) vermittelt, die durch PCSK aktiviert
wurden. Dieser Effekt auf die Barriereintegritat korrelierte mit einer Verlagerung des

zentralen "tight junction"-Proteins ZO-1 an den apikalen Pol der IEC [24].

Hier konnte gezeigt werden, dass im TLR2-R753Q-Klon im basalen Zustand kein
Unterschied zu untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR2-FL-Klon im TER
feststellbar war. Somit beeinflusste der mutierte Rezeptor nicht die
Differenzierungsfahigkeit von Caco-2-Zellen. Erst nach Stimulation mit PCSK wurde
ein Unterschied zwischen dem TLR2-FL-Klon und dem TLR2-R753Q-Klon sichtbar.
Der mutierte Rezeptor reagierte nicht auf PCSK und zeigte somit keinen Anstieg im
TER (Abb.3.3.). Zuvor wurde gezeigt [24], dass es bei einem Verlust der TLR2-
Funktion durch die transiente Transfektion des Rezeptors mit einer Deletion der
intrazellularen Doméane nicht zu einer verminderten Barrierefunktion in unstimulierten
Caco-2-Zellen kommt. Dies bestatigt die Annahme, dass es durch die TLR2-R753Q-
Mutation zu einem Funktionsverlust des TLR2 kommt und es sich hierbei funktionell

um eine dominant-negative "loss-of-function” Mutation in IEC handelt.

In In-vivo-Mausmodellen wurde vor Kurzem ein protektiver Effekt des aktivierten
TLR2 in der Wundheilung im intestinalen Epithel nachgewiesen [29]. Durch die
Applikation von DSS kann in Mausen eine akute distale Colitis induziert werden, die
als toxisches Schadigungsmodell des intestinalen Epithels eine sekundare

Entzindungsreaktion der Mukosa auslost [186]. Dies wird sehr vereinfacht mit
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einigen Aspekten humaner Colitis ulcerosa verglichen. Wurden Mause nach der
DSS-Colitisinduktion oral mit PCSK im Trinkwasser behandelt, waren die
Entzindungszeichen deutlich reduziert und die Wundheilung beschleunigt [28]. Das
intestinale Epithel wurde zunachst durch die chemisch-induzierte Verletzung mit DSS
in seiner Integritat geschwacht und durchlassig. Die Stimulation mit PCSK starkte
die "tight junction"-assoziierte Integritat des Epithels und milderte die mukosale
Entzindung [28].

Mause, die im TLR2-Gen defizient sind, reagierten besonders empfindlich auf die
DSS-Colitis mit erhéhter Morbiditat und Mortalitat [28, 141]. Im Einzelnen fihrte dies
zu einem fruhen Verlust des “tight junction"-Proteins ZO-1 [28]. Dieser Verlust war
nur in der intestinalen Epithelbarriere, nicht aber in den darunter liegenden
Mukosaschichten manifest. Im weiteren Verlauf der Colitis kam es zur vermehrten
Zell-Apoptose in der Darmwand, wodurch die mukosale Barrierefunktion insgesamt
geschwacht wurde. Durch die zunehmende Permeabilitat des Epithels konnten
kommensale Bakterien in die unteren Schichten der Lamina Propria eindringen.
Dadurch kam es wahrscheinlich zur Exazerbation der akuten Entziindungsreaktionen
bei DSS-Colitis. Diese Daten zeigten eine maldgebliche Beteiligung von TLR2 an

einer erfolgreichen mukosalen Wundheilung [28].

In primaren gesunden humanen und murinen IEC war eine Expression von TLR2
kaum detektierbar [21]. Nach Induktion einer DSS-Colitis in Wildtyp-Mausen wurde
die TLR2-mRNA-Expression in IEC signifikant hochreguliert [127]. In humanen
Epithelzellen von Colitis ulcerosa-Patienten war jedoch keine Hochregulation des
TLR2-Proteins wahrend der Entzindung nachweisbar [21]. Dies konnte zum Einen
damit erklart werden, dass DSS eine chemisch-induzierte Verletzung auslést und
nicht vollstandig Ubertragbar auf den komplexen Krankheitstyp der humanen Colitis
ulcerosa ist. Zum Anderen konnte diese Beobachtung aus einer "loss-of-function”

Mutation von TLR2 in einem Teil der Colitis ulcerosa-Patienten resultieren.

Vor Kurzem wurde der TLR2-R753Q-Polymorphismus mit einem besonders
schweren Krankheitsphanotyp der Colitis ulcerosa, der Pancolitis, in einer
unizentrischen Studie, die eine belgische Population untersucht, assoziiert [134].
Wenn man die Daten der vorliegenden Arbeit und der vorangegangenen Studien
zusammengefasst analysiert, liegt die Vermutung nahe, dass die TLR2-R753Q-
Mutation die Pancolitis funktionell bei einer Colitis ulcerosa triggern konnte. In der

vorliegenden  Arbeit konnten fur die TLR2-R753Q-Mutation erstmalig
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schwerwiegende  Wundheilungsstérungen in  einem humanen |IEC-Modell
nachgewiesen werden, die so die chronischen Entzundungsreaktionen bei einer

humanen Pancolitis erklaren konnten.

Im Einzelnen zeigte der TLR2-R753Q-Klon schwere Defizite in der Zell-Zell-
Kommunikation nach Verwundung (Abb.3.10.). Dies ist mit dem Verlust des Cx43-
Proteins im TLR2-R753Q-Klon zu erklaren (Abb.3.8. und Abb.3.9.). Dabei wurde die
Cx43-Synthese nicht bereits in der Transkription inhibiert, da hohe Mengen Cx43-
mRNA nachweisbar waren (Abb.3.7.). Vielmehr kdénnte durch die Uberexpression
des mutierten Rezeptors das Proteasom UbermafRig aktiviert werden, oder aber in
seinem Aufbau gestort sein. Dadurch kam es wahrscheinlich zu einem erhdhten
posttranslationalen Abbau des Cx43-Proteins, welches dann kaum mehr detektierbar
war. Die erhdhte Cx43-mRNA-Expression im TLR2-R753Q-Klon stellte so eventuell
einen Kompensationsmechanismus auf den gesteigerten Proteinabbau dar. Bestatigt
wurde dies durch die wiederhergestellte Cx43-Synthese nach chemischer Blockade
des Proteasoms mit einem spezifischen Inhibitor. Auch die Zell-Zell-Kommunikation
Uber "gap junctions" war nach der Inhibition des Proteasoms in TLR2-R753Q-Zellen
wieder hergestellt (Abb.3.11.).

Neben dem Ubiquitin-Proteasom-abhangigen Signalweg ist in der Proteolyse von
Cx43 auch das Endoplasmatische Retikulum wichtig [97, 102] - aber eine zusatzliche
Beteiligung des ER konnte hier ausgeschlossen werden (Abb.3.12.). "ER-Stress" ist
vor Kurzem mit intestinalen Entzindungen assoziiert worden und kann durch
"misfolding” von Proteinen induziert werden [85, 158]. Hier konnte jedoch gezeigt
werden, dass die TLR2-R753Q-Zellen nicht unter "ER-Stress" waren.
Dementsprechend schien vor allem ein fehlreguliertes Proteasom fir den Cx43-
Proteinabbau im TLR2-R753Q-Klon verantwortlich zu sein.

Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass die Aktivitdt des Proteasoms die
Homodstase der intestinalen Mukosa kontrolliert [180]. Eine gestorte
Proteasomaktivitat konnte demnach intestinale Entzindungen in chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen triggern [180]. In manchen CED-Patienten konnte
bereits wahrend einer akuten Entziindung eine Reduktion von Cx43-Protein im Darm
nachgewiesen werden [100]. Bezieht man die Daten dieser Arbeit hinzu, so kdnnte
ein veranderter Aufbau oder eine veranderte Aktivitat des Proteasomkomplexes
durch die TLR2-R753Q-Mutation die Cx43-Reduktion begrinden. Vor Kurzem wurde
der Proteasom-Inhibitor Bortezomib therapeutisch im akuten DSS-Colitismodell
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eingesetzt und zeigte eine deutliche Reduktion der Entzindungszeichen [153]. In der
Therapie von humanen CED wird Bortezomib allerdings noch nicht eingesetzt.
Weitere Untersuchungen mussen einen moglichen Einsatz von Bortezomib oder
eines anderen Proteasom-Inhibitors (und mogliche Nebenwirkungen) und dessen
Wirkung auf Wundheilungseffekte durch mangelnde Zell-Zell-Kommunikation bei

Cx43-Reduktion in weiteren murinen Colitismodellen abklaren.

Ein hyperaktives Proteasom im TLR2-R753Q-Klon kdnnte auch Uber den verstarkten
Abbau von Zellzyklusregulatorproteinen fir die signifikant verminderte Proliferation
und metabolische Aktivitdt des TLR2-R753Q-Klons verantwortlich sein (Abb.3.5. und
Abb.3.6.). Das Proteasom ist in Eukaryoten ein essentieller Mechanismus fur den
Abbau von Proteinen. Beispiele hierfur sind unter anderem Transkriptionsfaktoren
und Proteine der Zellzyklusregulation [39]. Die vorliegende Arbeit kann nicht
ausschlieRen, dass diese Faktoren ebenfalls durch eine Proteasom-Degradierung in
TLR2-R753Q-IEC fehlreguliert werden.

Neben der defekten Zell-Zell-FKommunikation wurde im TLR2-R753Q-Klon eine
TFF3-Defizienz festgestellt (Abb.3.12.), die auch durch das hyperaktive Proteasom
bedingt sein konnte. TFF3 ist ein Hauptregulator der IEC-Wundheilung, insbesondere
der Restitution, [169] und wird in Becherzellen gebildet. In vivo Studien zeigten, dass
TFF3-defiziente Mause einen Becherzelldefekt haben. Diese Mause waren in
verschiedenen Colitismodellen dufRerst anfalllig fir eine chemisch-, strahlungs- oder
hypoxie-induzierte Verwundung des Colons. Dies war vor allem durch eine defekte

Wundheilung und Zellmigration zu erklaren [16, 63, 113].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
TLR2-FL zu einer konstitutiven TFF3-Synthese und anschlieRender Sekretion fuhrte
(Abb.3.12. und Abb.3.13.). Hier wurde keine reine Becherzelllinie verwendet, sondern
die enterozyten-ahnliche intestinale Epithelzellinie Caco-2 [70]. Weitere
Untersuchungen mussen zeigen, ob weitere Eigenschaften von Becherzellen in

Caco-2-Zellen, die das TLR2-FL-Plasmid Uberexprimieren, dominieren.

In-vitro- und Ex-vivo-Studien von murinen und humanen Becherzellen ergaben eine
Beteiligung von TLR2 an der TFF3-Synthese [136]. Eine Aktivierung von TLR2 durch
seinen spezifischen Liganden PCSK induzierte dabei die TFF3-Synthese in den
Becherzellen [136]. Dabei konnte die Transkription von TFF3 Uber die beiden
Signalwege Ras/MEK/MAPK ("Rat sarcoma/Mitogen-activated ERK-kinase/Mitogen-
activated protein kinase") und PI3K/Akt ("Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase
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B") aktiviert sein [46, 168], die auch in die Signaltransduktion Uber TLR2
eingebunden sind [22, 28]. Zuklnftige Untersuchungen missen zeigen, ob die TLR2-

R753Q-Mutation diese Signalwege spezifisch blockiert.

Studien mit TFF3- und TLR2-defizienten Mausen zeigten, dass die Aktivierung von
TLR2 durch PCSK auch in vivo die TFF3-Synthese moduliert [136]. Dabei fuhrte die
Aktivierung von TLR2 im akuten DSS-Colitismodell bei WT-Mausen zu einer
Suppression der Apoptose in der Mukosa [28]. Dieser Effekt wurde essentiell tUber
TFF3 vermittelt und reguliert. In TFF3-defizienten Mausen mit einer DSS-Colitis
konnte die Applikation von PCSK zu keiner Abschwachung der Entziindung flhren
[136]. Ein TLR2-vermittelter antiapoptotischer Schutz war ebenfalls in diesem
Mausmodell nicht nachweisbar. Im Gegensatz dazu kam es zu einer verzdgerten
Wundheilung und einer Verstarkung der Entzindung. Lediglich die Barriereintegritat
Uber ZO-1 wurde geschitzt. Wurden im Gegensatz dazu TLR2-defiziente Mause
nach DSS-Colitisinduktion mit rekombinanten TFF3 Uber das Trinkwasser behandelt,
war die Entzindung abgeschwacht. Die Mause konnten sich deutlich schneller und
besser erholen. Dementsprechend ist der mukosa-protektive, antiapoptotische Effekt
von TLR2 vor allem Uber TFF3 vermittelt [136].

Dieser zellprotektive Effekt von TLR2 konnte auch in der vorliegenden Arbeit
nachvollzogen werden. Die Uberexprimierung von TLR2 in der intestinalen
Epithelzelllinie Caco-2 flhrte zu einer schnelleren und effektiveren Wundheilung
durch die konstitutive Produktion und Sekretion von TFF3. Im Gegensatz dazu
konnte hier erstmalig gezeigt werden, dass der Funktionsverlust von TLR2 bei dem

R753Q-Polymorphismus im intestinalen Epithel zu einem Verlust von TFF3 fuhrt.

Dadurch konnte der TLR2-R753Q-Klon keine ausreichende Restitution nach
Verwundung zeigen (Abb.3.14.). In Colitis ulcerosa-Patienten mit der Mutation kénnte
das gestorte Restitutionsverhalten durch den TFF3-Mangel so zu dem schwereren

Krankheitsphanotyp der Pancolitis beisteuern.

TLR2 muss flr eine erfolgreiche Signaltransduktion mit TLR1 oder TLR6
dimerisieren. Das TLR2/TLR1-Heterodimer ist fur die Erkennung des synthetischen,
hier verwendeten spezifischen Liganden PCSK verantwortlich [167]. Die Rolle von
TLR1 und madglichen zusatzlichen TLR1-Polymorphismen in der Signaltransduktion
in Zellen mit der TLR2-R753Q-Mutation ist aber nicht Bestandteil dieser Arbeit und
muss in zukUnftigen Studien geklart werden.
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Ubertragt man die Daten dieser humanen Transfektionsstudie und aus den
vorangegangenen Mausmodellen, so scheint es sinnvoll zu sein, Colitis ulcerosa-
Patienten auf die TLR2-R753Q-Mutation zu untersuchen. In verschiedenen Studien
konnte die TLR2-R753Q-Mutation mit einem schwereren Krankheitsverlauf der Colitis
ulcerosa [134], einem gesteigerten Risiko fur eine Cytomegalovirus (CMV)-Infektion
[19] und fur atopische Dermatitis [93] assoziiert werden. Ob diese Assoziationen nur
studien- oder populationsabhangig sind, missen gréRere, multizentrische Studien
analysieren. Auffallig ist aber, dass es sich bei den bisher assoziierten Krankheiten
um Storungen verschiedener Organbarrieren handelt. Sowohl die Haut als auch das
Darmepithel bilden die ersten mechanischen und immunologischen Barrieren des
Koérpers in verschiedenen Kompartimenten. Treten hier Stérungen der
Barriereintegritat auf, so kann es zu starken Entzindungen der darunter liegenden
Schichten kommen. In Verbindung mit der CMV-Assoziation der TLR2-R753Q-
Mutation kdnnte man vermuten, dass die Mutation mdglicherweise Infektionen von
opportunistischen Keimen férdert, die wiederum die Entziindung triggern. Im Kontext
einer Colitis ulcerosa kénnten solche opportunistischen Keime einen Schub der

Krankheit auslosen oder verstarken [131].

Weitere Untersuchungen in einer Studie mit CED-Patienten missen auch abklaren,
ob in Colitis ulcerosa-Patienten ein Zusammenhang der TLR2-R753Q-Mutation und
der Expression von Cx43 und TFF3 besteht. Die In-vitro-Daten der vorliegenden
Arbeit weisen darauf hin, dass Colitis ulcerosa-Patienten mit dem TLR2-R753Q-
Polymorphismus eine niedrigere Cx43-Proteinexpression aufweisen kdnnten. Des
Weiteren konnten diese Patienten durch einen Becherzelldefekt einen TFF3-Mangel
besitzen. Diese Kombination aus fehlender Zell-Zell-Kkommunkation Uber das "gap
junction"-Protein Cx43 und einem akuten TFF3-Mangel kénnte die schweren
Krankheitssymptome einer humanen Pancolitis ulcerosa im Zusammenhang mit der
TLR2-R753Q-Mutation erklaren.

Durch die genetische Untersuchung der Colitis ulcerosa-Patienten konnten sich
moglicherweise neue, individuell abgestimmte Therapiemdglichkeiten ergeben. Im
Falle des TLR2-R753Q-Polymorphismus im Patienten ware TLR2 vermutlich
funktionslos und der Zustand damit vergleichbar mit einer TLR2-Defizienz. Wie zuvor
schon erwahnt, konnte die orale Gabe von rekombinantem TFF3 im DSS-
Colitismodell mit TLR2-defizienten Mausen die Entzindungserscheinungen deutlich

abmildern [136]. Zusatzlich wirkte TFF3 antiapoptotisch und verhinderte in diesem In-
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vivo-Modell massive Leukozyteninfiltrationen. Diese Daten und ein mdglicher Mangel
an TFF3 in Colitis ulcerosa-Patienten mit der TLR2-R753Q-Mutation legen die
Hypothese nahe, dass die Applikation von rekombinanten TFF3 in diesen Patienten
entzindungshemmend und wundheilungsfordernd wirken kénnte. TFF3 wurde in
klinischen Studien mit guter Vertraglichkeit eingesetzt, allerdings sind die Ergebnisse
widerspruchlich. Dies konnte mit unterschiedlichen Applikationsmethoden erklart

werden, die noch weiter optimiert werden mussen [110, 132].

Tragt ein Colitis ulcerosa-Patient dagegen den Wildtyp-TLR2, so kdnnte es sinnvoll
sein, den funktionellen Rezeptor mit seinem spezifischen TLR-Liganden PCSK zu
stimulieren. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Uberexprimierung von TLR2-FL sowohl zu einer Starkung der Barriereintegritat als
auch einer Forderung der Zell-Zell-Kkommunikation und der Wundheilung in vitro
fuhrt. Im In-Vivo-DSS-Colitismodell war die orale Gabe von PCSK ebenfalls
wundheilungsférdernd [136]. Dabei ist der Aufnahmeort von PCSK bei dieser
Applikation im Gastrointestinaltrakt allerdings noch unklar. PCSK wurde den Mausen
oral Uber das Trinkwasser verabreicht, wobei es noch keine Daten Uber die pH-
Sensitivitat und den intestinalen Transport des synthetischen Lipopeptids gibt. Eine
mogliche Degradierung im sauren pH-Bereich des Magens oder sekundare Effekte
konnen nicht ausgeschlossen werden. Unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe
zeigen jedoch, dass die orale Gabe von PCSK zu einer Hochregulation der TLR2-
Proteinexpression im Colonepithel der Mause fuhrt, so dass ein direkter Effekt nahe
liegt.

Ein erster Schritt in der Ubertragung der PCSK-Daten aus den Mausmodellen auf
den Menschen und zu einem mdglichen Einsatz von PCSK in der Therapie wurde
von unserer Gruppe bereits mit der ex vivo Kultivierung primarer IEC unternommen
[49]. Primare IEC sind schwierig in Kultur zu nehmen, und eine Kultivierung Uber 2-3
Tage ist aufgrund der hohen Apoptoserate problematisch. Humane IEC exprimieren
TLR2, der im Colonepithel nach PCSK-Stimulation hochreguliert wird [49]. Die
primaren IEC wurden in einem 3D-Matrigel®-Modell ex vivo fur 4h kultiviert. Nach
Ablauf der 4h erschienen die einzelnen Zellen abgeflacht, ohne erkennbare
Polarisation und eine "gap junction/tight junction"-Ringformation war nicht mehr
sichtbar. Dementsprechend war die funktionelle Integritdt des Epithels schon nach 4h
Kultivierung fast vollig zerstort. Wurden die humanen IEC aber zusatzlich mit dem

TLR2-Liganden PCSK in diesem Modell kultiviert, so zeigte sich ein deutlich
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besseres Bild nach Ablauf der 4h [49]. Die "gap junction/tight junction” -Ringformation
war weitestgehend intakt und die einzelnen Zellen polarisiert. Merkmale eines
funktionellen Epithels waren vorhanden, wahrend dies in unstimulierten Zellen nicht
der Fall war [49].

Auch dies spricht daflur, dass PCSK in Patienten mit einem funktionellen Wildtyp-
TLR2 zellprotektiv wirken konnte. Allerdings gibt es noch keine Daten tUber mdgliche
Nebenwirkungen von PCSK. Eine langere Behandlung mit dem TLR2-Liganden
konnte neben positiven auch negative Auswirkungen haben [30]. Durch eine
andauernde, systemische Stimulation des Rezeptors kdnnte das Immunsystem des
Patienten in einen dauerhaft aktivierten Zustand versetzt werden. Dies konnte
wiederum chronische Autoimmunerkrankungen auslosen. Des Weiteren ist derzeit
noch nicht geklart, ob und wie PCSK die Tumorgenese beeinflusst [91]. Ein weiteres
Problem im therapeutischen Einsatz von TLR2-Liganden konnte das zellabhangige
Expressionsmuster und Aktivierungsverhalten Uber verschiedene Signalwege der
TLRs sein. Zusatzlich konnten TLR2-Liganden abhangig von der Applikationstechnik
und vom Entzindungsstatus (akut oder chronisch) des Patienten unterschiedliche
Immunreaktionen  ausldosen. Wahrend  TLR2-Liganden in  Epithelzellen
entzindungshemmend wirken, konnten sie in der darunter liegenden Lamina Propria

Entzindungsreaktionen auslosen [29].

Daher bieten TLR2-Liganden zwar therapeutisch vielversprechende
Einsatzmoglichkeiten - ihr Einsatz muss allerdings sehr fein auf den Krankheitsstatus

und den Zelltyp abgestimmt werden.

Zusammenfassend konnte im ersten Teil der hier vorliegenden Arbeit somit gezeigt
werden, dass TLR2 die Barrierefunktion in intestinalen Epithelzellen in vitro
entscheidend reguliert. Durch die "loss-of-function” Mutation des TLR2-
Polymorphismus R753Q ist die Barrierregulation in intestinalen Epithelzellen gestort.
In dieser Arbeit wurden verschiedene molekulare und zellbiologische Mechanismen
und funktionelle Folgen dieser TLR2-Stérung erstmalig in IEC identifiziert, die
moglicherweise eine pathophysiologische Relevanz fur einen Teil der Colitis

ulcerosa-Patienten haben.
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4.2. Morphologische und funktionelle Charakterisierung von TLR4-FL und den
CED-assoziierten Polymorphismen TLR4-T3991 und TLR4-D299G im
intestinalen Epithel

TLR4 ist ein anderer Toll-like-Rezeptor, der im gesunden intestinalen Epithel und im
Kontext von akuter Entzindung bei CED eine weitere wichtige Rolle zu spielen
scheint [31]. Wie fur TLR2, sind fur TLR4 genetische Variationen identifiziert worden,
die mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert wurden [57]. Der TLR4-D299G-
Polymorphismus ist in einigen Populationen, z.B. in einer belgischen und einer
neuseelandischen Population, signifikant mit CED assoziiert worden [43, 57, 77], der
TLR4-T399I-Polmorphismus hingegen nur in vereinzelten Studien [157]. In CED-
Patienten ist die Frequenz beider Polymorphismen mit 10-12% hoher als in der

Normalbevolkerung (6-10%).

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich nach der stabilen Uberexpression des pUNO-
TLR4-D299G-Plasmids in der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 phanotypische
Auswirkungen. Die Morphologie des TLR4-D299G-Klons erinnerte dabei an maligne
entartete Tumorzellen (Abb.3.16). Dieser Effekt war nicht nur auf diesen einen Klon
beschrankt, sondern konnte auch in mindestens drei weiteren TLR4-D299G-
Zelllinien, die eine niedrigere Expression des Transgens aufwiesen, beobachtet
werden. Die Bildung des Aktinzytoskeletts war im TLR4-D299G-Klon — und auch in
den drei anderen TLR4-D299G-Zelllinien — verandert. Die Aktinfilamente erschienen
im TLR4-D299G-Klon gebiindelt, verdichtet und ungeordnet (Abb.3.17.). Diese
morphologischen Beobachtungen einer moglichen malignen Entartung der TLR4-
D299G-Zellen wurden durch die Analyse der Mitosen bestatigt, in denen Stérungen
des Zellteilungsablaufes im TLR4-D299G-Klon sichtbar wurden (Abb.3.20.). Einige
TLR4-D299G-Zellen zeigten hierbei bis zu 6 Spindelpole, so dass aus einer Zelle bis

zu 6 Tochterzellen entstehen konnten.

Zusatzlich waren im TLR4-D299G-Klon wesentliche Gene von Entzindungs-
mediatoren (Abb.3.24.), Gerinnungsfaktoren (Abb.3.26.) und der
Komplementkaskade (Abb.3.28.) konstitutiv erhdht. Dies legt nahe, dass die
Uberexpression von TLR4-D299G in den Zellen den Status einer andauernden
Entzindung ausgeldost hat. Der zusatzliche Cx43-Mangel konnte zu einer

Schwachung der Barrierefunktion der intestinalen Epithelzelllinie durch eine mdgliche
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fehlerhafte Zell-Zell-Kommunikation im TLR4-D299G-Klon flihren - wie zuvor im
ersten Teil der Arbeit fir den TLR2-R753Q-Klon gezeigt wurde.

Langanhaltende Entzindungen kdnnen zur Tumorentstehung fuhren, so haben z.B.
CED-Patienten ein hoheres Risiko Colonkarzinome zu entwickeln [94], sogenannte

Colitis-assoziierte Colonkarzinome.

In der vorliegenden Arbeit zeigte der TLR4-D299G-Klon entscheidende
Eigenschaften einer Tumorzelle mit einem gestérten Zellteilungsablauf und dem
Potential zum invasiven Wachstum in vitro (Abb.3.36.) und in vivo im
Xenograftmodell (Abb.3.38.). Untransfizierte Caco-2-Zellen, der TLR4-FL-Klon und
der TLR4-T399I-Klon zeigten keine dieser Eigenschaften.

Vor Kurzem konnte in dem auch hier verwendeten CD1 nu/nu Maus-Xenograftmodell
die Beteiligung eines anderen TLRs, TLR5, und des TLR-Adaptorprotein MyD88, an
Tumorentstehung und -progression nachgewiesen werden [145]. Dazu wurde in der
humanen Colonkarzinomzelllinie DLD-1 TLR5 bzw. MyD88 ausgeknockt. Die TLR5-
bzw. MyD88-defizienten DLD-1-Zellen wurden dann in CD1 nu/nu Mause implantiert
und das Tumorwachstum beobachtet. Sowohl die Defizienz von TLRS als auch von
MyD88 fuhrte zu der Bildung von signifikant groferen Tumoren. Dabei konnte eine
verminderte Produktion von Chemokinen ("Epithelial cell-derived neutrohil-activation
peptide-78", "macrophage-inflammatory protein a" und Interleukin-8) und eine
deutlich geringere Infiltration von Neutrophilen in die Tumoren von TLRS5- und
MyD88-defizienten Zellen festgestellt werden. Wurden hingegen DLD-1-Zellen mit
funktionellem TLRS implantiert und der Rezeptor durch Injektion seines spezifischen
Liganden Flagellin stimuliert, so war das Tumorwachstum deutlich vermindert [145].
Mit dieser Studie konnte also fur einen anderen TLR ein tumormodulierender Effekt
nachgewiesen werden. Inwieweit CED-assoziierte TLR5-Polymorphismen [66] diesen

Effekt blockieren, missen zukinftige Studien jedoch noch untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit fihrte die Uberexpression des Wildtyp-TLR4- und des
TLR4-T399I-Plasmids im Gegensatz dazu zu keinem Tumorzellphanotyp in der
intestinalen Epithelzelllinie Caco-2. Des Weiteren fuhrte die Implantation des TLR4-
FL- und des TLR4-T399I-Klons nicht zum Tumorwachstum im Xenograftmodell
(Abb.3.38.). Morphologisch war der TLR4-FL-Klon allerdings mit kleineren Zellen
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deutlich geordneter als der TLR4-T399I- oder der TLR4-D299G-Klon und schien
schneller auszudifferenzieren (Abb.3.17.). Bestatigt wird diese morphologische
Beobachtung durch die im Vergleich zu den beiden anderen TLR4-Klonen héhere Sl-
MRNA-Expression (Abb.3.23.). Der TLR4-T399I-Klon war morphologisch und in
seiner Proliferation und metabolischen Aktivitat vergleichbar mit untransfizierten
Caco-2-Zellen (Abb.3.17., Abb.3.18. und Abb.3.19.). Die schnellere Differenzierung
des TLR4-FL-Klons kdnnte auch die signifikant geringere Proliferation (Abb.3.18.)
und metabolische Aktivitat der Zellen (Abb.3.19.) im Vergleich zu den beiden
anderen TLR4-Klonen erklaren. Die Uberexpression des Wildtyp-TLR4-Plasmids
konnte somit in der intestinalen, immortalisierten Epithelzelllinie Caco-2 zu einer
Abmilderung des Tumoranteils der Zelllinie fuhren. Im Gegensatz dazu erschien der
TLR4-D299G-Klon im Phanotyp und in der sehr niedrigen SI-Expression
entdifferenziert, welches eine weitere typische Tumoreigenschaft ist. Weitere
Untersuchungen mussen das Differenzierungsverhalten des TLR4-FL-Klons im Detail

weiter analysieren.

In bisherigen Studien wurden TLR4 verschiedene, auch widerspruchliche Funktionen
in diversen Tumormodellen zugeordnet. Dabei scheinen die Funktionen vom jeweils

verwendeten Modell und den unterschiedlichen untersuchten Zelltypen abzuhangen.

Zum Einen konnten fir TLR4 schitzende Effekte gegen eine Tumorentstehung und
-progression gezeigt werden. In einem durch BHT (Butylated Hydroxytoluene)
chemisch-induzierten Lungenentzindungsmodell zeigte ein funktioneller TLR4 durch
die Inhibierung verschiedener Signalwege, unter anderem EGFR (“"Epidermal Growth
Factor Receptor”), Entzindungsgene wie Cxcl5, Chemotaxis- und Proliferationsgene,
eine Unterdrickung der Tumorentstehung [15]. Des Weiteren entwickelten in einem
chemisch-induzierten = Mausmodell fur Hauttumore Uber DMBA (7,12-
Dimethylbenz(a)anthracen) TLR4-defiziente Mause mehr Tumore als Mause mit
einem funktionellem TLR4 [195]. Dabei entwickelten sowohl TLR4-defiziente Mause
als auch TLR4-exprimierende Mause T-Zell-vermittelte Immunantworten, die sich
jedoch deutlich voneinander unterschieden. Die Immunantwort der TLR4-
exprimierenden Mause wurde dabei vor allem Uber IFN-y vermittelt, die der TLR4-
defizienten Mause hauptsachlich Uber IL-17. Dies ist stimmig mit einer zuvor
erwahnten Studie, in der gezeigt werden konnte, dass Darmtumore durch

kommensale Bakterien Uber eine verstarkte Ty17-Antwort getriggert wurden [187].
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Im Gegensatz dazu wurde in anderen Tumormodellen ein positiver Einfluss von
TLR4 auf die Tumorentstehung und -progression beschrieben. In einem Apc""-
Modell konnte gezeigt werden, dass die Mikroflora Uber die MyD88-Signalkaskade in
IEC die Tumorentstehung fordert [101]. Dies wurde Uber die Stabilisierung des
Onkoproteins cMyc vermittelt. Dazu muss hier allerdings erwahnt werden, dass im
ApcM"-Modell die Tumorentstehung generell im Diinndarm untersucht wird. Dort ist
die Zusammensetzung der kommensalen Mikroflora und die Bakterienmenge eine
ganzlich andere als im Colon. In zwei weiteren Studien wurde von Fukata et. al. in
dem chemisch-induzierten AOM/DSS-Mausmodell fur die Entstehung einer Colitis-
assoziierten Dysplasie ein tumorférdernder Effekt von TLR4 gezeigt [61, 62]. TLR4-
exprimierende Mause entwickelten nach AOM/DSS-Behandlung mehr Tumore als
TLR4-defiziente Mause. Mechanistisch konnte hierbei eine verstarkte COX-2-
Expression Uber TLR4 durch Aktivierung von COX-2-exprimierenden Makrophagen
gezeigt werden. Dies flhrte zu einer erhdhten Bildung von PGE; und einer aktivierten
EGFR-Signalkaskade. Dabei war von derselben Arbeitsgruppe zuvor gezeigt worden,
dass die Aktivierung von TLR4 und damit von COX-2 und PGE; im DSS-
Colitismodell im Epithel die Wundheilung fordert und antiapoptotisch wirkt [60]. Dies
lasst darauf schlieRen, dass die antiapoptotische Wirkung von TLR4 kurzfristig
durchaus positiv fir die Wundheilung im intestinalen Epithel wirkt. Eine langfristige
Aktivierung in der Mukosa des Colons hingegen scheint die Tumorentstehung,
zumindest in dem AOM/DSS-Modell, zu fordern.

Im humanen gesunden Gewebe ist TLR4 nur in geringen Mengen in intestinalen
Epithelzellen und mononuklearen Zellen der Lamina Propria exprimiert [5, 21, 74,
127, 129, 159]. Ein basaler Aktivierungszustand des Rezeptors ist flr die
Proliferation der IEC und die Wundheilung im DSS-Colitismodell wichtig [59, 141].
Nach der DSS-Colitisinduktion zeigten TLR4- oder MyD88-defiziente Mause eine
verzogerte und verminderte Wundheilung [59, 141]. Wurden Wildtyp-Mause
antibiotisch vorbehandelt und dann eine DSS-Colitis induziert, so konnte durch
zusatzliche prophylaktische Gabe von LPS die Entzindung abgemildert werden
[141]. In diesem Modell konnte ein aktiver TLR4 vor der chemisch-induzierten Colitis
schitzen. Dies wird unterstutzt von anderen In-vitro-Studien. Wurde Wildtyp-Mausen
wahrend einer DSS-Colitis ein TLR4-blockierender Antikorper systemisch appliziert,

so wurde die Wiederherstellung der Gewebeintegritat verhindert. Die Ausbreitung der
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akuten Entzindungsantworten wurde aber in der Lamina Propria zelltypabhangig
inhibiert [174].

Diese Studien mit ihren widersprichlichen Ergebnissen legen die Vermutung nahe,
dass TLR4 in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Aufgaben und Funktionen
haben kann. TLR4 ist nicht nur auf Tumorzellen exprimiert, sondern auch auf Zellen,
die den Tumor unmittelbar umgeben. In dendritischen Zellen fuhrt TLR4 z.B. zu einer
optimalen Prasentation der Tumorantigene und kann so spezifische Immunantworten
gegen den Tumor initiieren [10]. So konnte TLR4 sekundar auf die umgebenden

Zellen wirken und die Karzinogenese modulieren.

Ein wichtiger Unterschied dieser Studien im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit ist
die bisherige Verwendung von TLR4-defizienten Tieren. Im Gegensatz zu dem
vollstandigen Verlust der TLR4-Funktion in den hier beschriebenen Modellen stellte
sich die TLR4-D299G-Mutation in dieser Arbeit als eine "gain-of-function” Mutation
heraus, die nicht zum Verlust der Rezeptorfunktion flhrt, sondern vielmehr diese

konstitutiv verandert.

Die unterschiedlichen Funktionen von TLR4 und das Fehlen moglicher sekundarer
Effekte von umgebenden, anderen Zelltypen kdnnten erklaren, warum in diesem
Transfektionsmodell der Wildtyp-TLR4 weder in vitro noch in vivo invasiv und
tumorprogressiv wirkt. In dieser Arbeit wurde eine intestinale Epithelzelllinie isoliert
untersucht, so dass umgebende Zellen, die eventuell die Tumorentstehung triggern
konnten, in diesem Modell fehlen. AulRerdem wurde hier auch die Beteiligung von
Bakterien nicht untersucht, die wie zuvor erwahnt, in vivo die Entstehung eines
Colonkarzinoms triggern koénnen [101]. In Colonkarzinom-Patienten kdnnte die
kommensale Mikroflora im Vergleich zu gesunden Individuen anders
zusammengesetzt sein [175]. Dies wird zur Zeit in weltweiten, multizentrischen

Studien, dem sog "Microbiome Projekt", untersucht.

Des Weiteren reprasentieren die bisherigen, hier zitierten Studien vor allem
chemisch-induzierte  Verletzungsmodelle und koénnen ebenfalls nur mit
Einschrankungen auf den Prozess der malignen Entartung und Tumorentstehung im
Menschen uUbertragen werden. Ein ideales Colonkarzinommodell in der Maus fehlt

derzeit.
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In den bisherigen Studien des Apc*™-Modells und des AOM/DSS-Modells fiihrte die
Aktivierung von TLR4 zu einer erhohten Stabilitat des Onkoproteins cMyc [101] oder
zu einer gesteigerten COX-2-Expression [60, 61]. Beide Mechanismen konnten in der
vorliegenden Transfektionsstudie im intestinalen Epithel nicht nachvollzogen werden.
Sowohl die cMyc-mRNA (Abb.3.32.) als auch die cMyc-Proteinexpression (Abb.3.33.)
waren im TLR4-FL-Klon jeweils niedriger als in den beiden untersuchten TLR4-
T399I- und TLR4-D299G-Klonen, aber hoher als in untransfizierten Caco-2-Zellen.
Fir die Expression von COX-2-mRNA (Abb.3.30.) und COX-2-Protein (Abb.3.31.)
zeigte sich ein ahnliches Bild. Der TLR4-FL-Klon exprimierte im Vergleich zum TLR4-
T399I- und TLR4-D299G-Klon signifikant weniger mRNA und war vergleichbar mit
untransfizierten Caco-2-Zellen. In der COX-2-Proteinexpression demonstrierten
TLR4-FL-Uberexprimierende IEC deutlich weniger COX-2-Protein als untransfizierte
Caco-2-Zellen, der TLR4-T399I- und der TLR4-D299G-Klon.

Stattdessen konnte in der vorliegenden Arbeit nur fir den TLR4-D299G-Klon, nicht
aber fur den TLR4-FL-Klon, den TLR4-T399I-Klon oder fur untransfizierte Caco-2-
Zellen, in vitro invasives Wachstum (Abb.3.36.) und in vivo im Xenograftmodell
Tumorentstehung (Abb.3.38.) gezeigt werden. Fur die Invasivitat konnte hierbei eine
Beteiligung des STAT3-Signalweges nachgewiesen werden. STAT3 war im TLR4-
D299G-Klon konstitutiv phosphoryliert und aktiviert (Abb.3.37.). Als pleitroper
Transkriptionsfaktor reguliert STAT3 viele verschiedene Gene und Signalwege, unter
anderem Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Wundheilungsprozesse [162,
196]. In IEC ist STAT3 nach Aktivierung fiir die Proliferation und das Uberleben der
Zellen durch IL-6 wichtig [68]. So wird die mukosale Restitution von mucus-
produzierenden Becherzellen Uber IL-22 und STAT3 reguliert [163] und eine IEC-
spezifische Deletion von STAT3 flhrte zu einer erhdhten Sukzeptibilitat flur eine
akute DSS-Colitis [133].

STAT3 ist in den meisten Tumorzellen konstitutiv aktiviert, was auch in der
vorliegenden Arbeit ausschlieBlich im TLR4-D299G-Klon, nicht aber in
untransfizierten Caco-2-Zellen oder dem TLR4-FL und dem TLR4-T399I-Klon
beobachtet wurde. Das STAT3-Gen ist ein identifizierter Risikofaktor fur Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa [8, 14, 58, 152]. STAT3 reguliert u.a. Gene der Invasion
und Angiogenese [6]. Vor Kurzem konnte eine Beteiligung von STAT3 Uber IL-6 an
der Entstehung des Colitis-assoziierten Colonkarzinoms nachgewiesen werden [68].

In dieser Transfektionsstudie konnte allerdings keine erhdhte IL-6-Produktion in den
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Klonen oder untransfizierten Caco-2-Zellen nachvollzogen werden (DNA-Mikroarray-
Daten nicht gezeigt). Im Colonkarzinom ist STAT3 mit Tumorprogression und einer

schlechten Prognose assoziiert worden [96, 191].

Die konstitutive Aktivierung von STAT3 Uber eine deutlich erhéhte Phosphorylierung
an Tyrosin 705 konnte in dieser Arbeit im TLR4-D299G-Klon nachgewiesen werden
(Abb.3.35.) und zeigt einen mdglichen beteiligten Mechanismus fur die maligne

Transformation dieses Klons.

Ubertragt man die Daten der vorliegenden Arbeit auf CED-Patienten, so kénnten
Patienten mit dem TLR4-D299G-Polymorphismus ein erhohtes Risiko haben, ein
Colitis-assoziiertes Colonkarzinom zu entwickeln. Dementsprechend muissten solche
Patienten in kirzeren Abstanden Uberwacht und eventuell friher und aggressiver
therapiert werden. Zusatzlich konnte nach der Entwicklung eines Colitis-assoziierten
Colonkarzinoms der Tumor aggressiver und schneller fortschreiten und
metastasieren, so dass die Prognose der Patienten mit der TLR4-D299G-Mutation
deutlich schlechter ware. Ob dies tatsachlich in Patienten mit der TLR4-D299G-
Mutation der Fall ist, wird von unserer Arbeitsgruppe zur Zeit in einer Studie von
sporadischen Colonkarzinom-Patienten und CED-Patienten mit Colonkarzinom

geklart.

Bei der Entwicklung einer Colitis-assoziierten Dysplasie oder anderen Tumoren im
Gastrointestinaltrakt sind wahrscheinlich aber noch viele andere genetische Faktoren
und Umweltfaktoren beteiligt, die hier in dieser Transfektionsstudie nicht beleuchtet
werden konnten. Hier wurde ausschlieBlich der Effekt der TLR4-D299G- und TLR4-
T399I-Mutationen in der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 auf phanotypischer und
molekularer Ebene in vitro und in vivo analysiert. Es kann derzeit nicht
ausgeschlossen werden, dass in einer anderen intestinalen Zelllinie beide

Polymorphismen andere Auswirkungen haben konnten.

Neben einem erhohten Risiko fur CED wurde der TLR4-D299G-Polymorphismus mit
Asthma [183], Sepsis und Infektionen mit gram-negativen Bakterien assoziiert [107].
In Bezug auf die Sepsis-Assoziation gibt es widersprichliche Studien. So wurde in
einer Studie mit einem kaukasischen Kollektiv kein Effekt des TLR4-D299G-

Polymorphismus auf den Sepsisverlauf gezeigt [53]. In einem Mausmodell hatte die
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Mutation ebenfalls keinen Einfluss auf die Entwicklung einer Sepsis [53]. Dies
impliziert auch fur TLR4-Polymorphismen eine deutliche Studien- und

Populationsabhangigkeit.

Die Populationen sind dabei geographisch abgrenzbar und unterscheiden sich im
vorliegenden Zustand der Polymorphismen [52]. In der weilen, europaisch-
kaukasischen  Bevolkerung treten die TLR4-D299G- und TLR4-T399I-
Polymorphismen in 98% der Trager kosegregiert auf. In Afrika hingegen sind die
Genvarianten kaum kosegregiert, und in Asien tritt weder der TLR4-D299G-, noch
der TLR4-T399I-Polymorphismus auf [52].

Der TLR4-T399I-Klon zeigte in dieser Arbeit keinen Unterschied im Phanotyp zu
untransfizierten Caco-2-Zellen und kein invasives Tumorpotential. In der DNA-
Microarray-Analyse jedoch, die nicht Bestandteil dieser Arbeit ist, und in einigen der
hier gezeigten quantitativen RT-PCRs waren auch in dieser Mutante einige Gene im
Vergleich zu untransfizierten Caco-2-Zellen und dem TLR4-FL-Klon fehlreguliert.
Diese Fehlregulationen konnten bei einer Kosegregation ihrerseits die Auswirkungen
der TLR4-D299G-Mutation in den Zellen verstarken oder auch abschwachen. In einer
In-vitro-Transfektionsstudie ist es technisch allerdings sehr schwierig, beide
Polymorphismen mit der gleichen Transfektionseffektivitat in eine Zelle bzw. in allen

Zellen vergleichbar stabil zu integrieren.

Dementsprechend ware es weiterfuUhrend interessant, die kosegregierten TLR4-
D299G- und TLR4-T399I-Mutationen in vivo im Patientenkollektiv oder im

Mausmodell zu untersuchen.

Auch die Struktur von TLR4 und die Bindungsaffinitat von Liganden und
Korezeptoren werden mit den kosegregierten Polymorphismen anders beschrieben
als mit nur einer der beiden Mutationen. Dabei ist die exakte Kristallstruktur der
beiden mutierten Rezeptoren noch unbekannt. Beide Polymorphismen sind im
vierten Exon des TLR4-Gens kodiert und liegen in der extrazellularen Domane des
Rezeptors [143]. Es wird vermutet, dass die TLR4-D299G-Mutation in der
extrazellularen Doméane nahe der Bindungsstelle des Korezeptors MD-2 lokalisiert ist
und zu einer Konformationsanderung des Rezeptors fuhrt. An der
Aminosaurenposition 299 kénnte durch den Austausch von Asparaginsaure in Glycin
eine negative Ladung wegfallen [143]. Zusatzlich konnten gebundene Liganden im

Falle der TLR4-D299G-Mutation freier rotieren, da die Bindungsaffinitat niedriger
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vermutet wird. Auch die TLR4-T399I-Mutation koénnte die Ligand- oder
Kofaktorbindung behindern [143]. Im Falle der kosegregierten TLR4-D299G- und
TLR4-T399I-Mutationen wird vermutet, dass die sattelahnliche Struktur der
extrazellularen Domane des Rezeptors gestort ist. Dies konnte in einer geringeren

Bindungsaffinitat fur Liganden, Korezeptoren oder beide resultieren [143].

Fur eine erfolgreiche Signaltransduktion bendtigt TLR4 drei weitere Korezeptoren,
CD14, LBP und MD-2. In gesunder intestinaler Mukosa ist die Expression dieser
Korezeptoren eher niedrig [5, 27, 119, 160]. In verschiedenen Zelltypen wird die
Expression der Korezeptoren sowohl in nichtaktiver als auch aktiver humaner CED-
Colitis signifikant hochreguliert [27, 74, 82, 119, 178]. Diese essentielle Beteiligung
verschiedener Korezeptoren legt die Hypothese nahe, dass auch andere Zelltypen
und Genvarianten in anderen Molekllen die Signaltransduktion von TLR4
entscheidend beeinflussen kdnnen. Dementsprechend ware es in Zukunft von

Bedeutung, auch diese weiter zu untersuchen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte somit fir die CED-assoziierte TLR4-D299G-
Mutation im intestinalen Epithel ein maligner Tumorzellphanotyp mit dem Potential
zum invasiven Wachstum in vitro und zur Tumorentstehung in vivo im
Xenograftmodell nachgewiesen werden. Dabei wurde die TLR4-D299G-Mutation als
eine "gain-of-function"-Mutation charakterisiert Im Gegensatz dazu flhrte die
Uberexpression von pUNO-TLR4-FL und pUNO-TLR4-T399I nicht zu derartigen
morphologischen und funktionellen Veranderungen im Vergleich zu untransfizierten

Caco-2-Zellen.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit erstmals zellulare Auswirkungen der
Colitis ulcerosa-assoziierten TLR2-R753Q- und der CED-assoziierten TLR4-D299G-
Mutation im intestinalen Epithel gezeigt werden. Dabei wurde hier als Modell die
intestinale Epithelzelllinie Caco-2 gewahlt, so dass weiterflihrende Studien die hier
untersuchten Polymorphismen in anderen Epithelzelllinien analysieren sollten. Die
Ubertragbarkeit dieser Daten muss in Folgestudien sowohl in Mausmodellen, in
denen die humanen Polymorphismen gezielt im intestinalen Epithel oder ubiquitar

Uberexprimiert werden, als auch im Patienten weiter untersucht werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden fir den TLR2-R753Q-Polymorphismus gestorte
Wundheilungsmechanismen identifiziert, die den schweren Krankheitsphanotyp der
Pancolitis in Colitis ulcerosa-Patienten erklaren kénnten. Ebenfalls bieten die Daten
der vorliegenden Arbeit Hinweise fur einen moglichen therapeutischen Einsatz von

rekombinanten TFF3 und des TLR2-Liganden PCSK in Colitis ulcerosa-Patienten.
Des Weiteren fiihrte die Uberexpression der TLR4-D299G-Mutation in der

intestinalen Epithelzelllinie in der vorliegenden Arbeit zur malignen Entartung.
Ubertragen auf CED-Patienten mit der Mutation kénnten diese ein groReres Risiko
besitzen, ein Colitis-assoziiertes Colonkarzinom zu entwickeln und muissten
dementsprechend intensiver in der Pravention betreut und aggressiver therapiert

werden.

Allgemein betrachtet legen die Daten dieser Arbeit nahe, dass TLR-Polymorphismen
in CED- und in Colitis ulcerosa-Patienten verschiedene Patientensubphanotypen
induzieren konnen. In Zukunft ware es daher sinnvoll, diese Subphanotypen ihrem
jeweiligen Genotyp zuzuordnen und individualisierte, angepasste Therapien zu

entwickeln.
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5. Zusammenfassung

Die Atio-Pathogenese von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) ist
bislang noch nicht eindeutig geklart, wobei Toll-like Rezeptoren (TLRs) eine
SchlUsselrolle in der mukosalen Immunitat spielen. So wurde der TLR2-R753Q-
Polymorphismus mit einem schweren Krankheitsphanotyp der Colitis ulcerosa, der
sog. Pancolitis, und die TLR4-Polymorphismen TLR4-D299G und TLR4-T399I als
Risikofaktoren mit CED assoziiert. Dementsprechend sollten in der vorliegenden
Arbeit die funktionellen und phanotypischen Auswirkungen dieser TLR2/4-

Genmutationen im intestinalen Epithel untersucht werden.

TLR2 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der intestinalen Barriereintegritat
und der mukosalen Homdostase. In dieser Transfektionsstudie wirkte sich die
Uberexpression von TLR2 in intestinalen Epithelzellen (IEC) positiv auf die
Differenzierung der Caco-2-Zellen aus. Zusatzlich schutzte dies die Barriereintegritat
der IEC, unter anderem auch durch Induktion der Proliferation und metabolischen
Aktivitat. In dieser Studie férderte die Uberexpression von TLR2 in vitro verschiedene
Wundheilungsmechanismen, z.B. durch eine erhohte Zell-Zell-Kommunikation und
eine effektivere und schnellere Migration und Restitution nach Verwundung, vor

allem durch die konstitutive Produktion und Sekretion von TFF3.

Im Gegensatz dazu zeigte sich die TLR2-R753Q-Mutation in dieser Arbeit als eine
"loss-of-function” Mutation mit schweren Wundheilungsstérungen in |IEC. Im
Einzelnen waren dies Defizite in der Zell-Zell-Kommunikation — wahrscheinlich
aufgrund eines Ubermaligen Abbaus des Cx43-Proteins durch ein hyperaktives
Proteasom. Des Weiteren waren Proliferation und metabolische Aktivitat der TLR2-
R753Q-IEC signifikant vermindert und die Zellen zeigten keine ausreichende
Restitution nach Verwundung. Dies ist am ehesten durch den TFF3-Mangel in den
TLR2-R753Q-Zellen bedingt.

Die hier erstmals identifizierten Wundheilungsstérungen in den TLR2-R753Q-IEC
konnten den schwereren Krankheitsphanotyp der Pancolitis in Colitis ulcerosa-
Patienten erklaren. Diese ersten Hinweise auf mogliche Mechanismen einer
Pancolitis und weiterfiUhrende Studien in der Zukunft kdnnten neue Therapieansatze
fur Colitis ulcerosa-Patienten durch Subgruppierung der Patienten analog des
Genotyps TLR2-R753Q ergeben.
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In zweiten Teil der Arbeit wurde der TLR4-D299G-Polymorphismus hingegen als eine
"gain-of-function” Mutation in IEC identifiziert. Die Uberexpression der TLR4-D299G-
Mutation flhrte zu einem Tumorzellphanotyp mit gestortem Aufbau des
Aktinzytoskeletts und schweren Stérungen des Zellteilungsablaufes. Zusatzlich
waren die TLR4-D299G-Zellen durch ihre niedrige Sl-Expression entdifferenziert,

welches eine weitere typische Tumoreigenschaft ist.

Im TLR4-D299G-Klon waren wesentliche Gene von Entzindungsmediatoren,
Gerinnungsfaktoren und der Komplementkaskade konstitutiv erhéht, so dass die
TLR4-D299G-Mutation in |IEC den Status einer andauernden Entzindung
auszulosen scheint. Der TLR4-D299G-Klon zeigte in funktionellen Studien sowohl in
vitro als auch in vivo im CD1 nu/nu Xenograft-Mausmodell einen invasiven
Tumorzellphanotyp. Als ein moglicher beteiligter Mechanismus flr die maligne
Transformation des TLR4-D299G-Klons konnte in vitro der STAT3-Signalweg
identifiziert werden. STAT3 war im TLR4-D299G-Klon durch eine deutlich erhdhte
Phosphorylierung an Tyrosin 705 konstitutiv aktiviert. Die Inhibition von STAT3 fuhrte

zur Blockade der Tumorzellinvasion.

Die Uberexpression von TLR4-FL und TLR4-T399I in IEC fiihrte hingegen zu keiner
der oben beschriebenen Eigenschaften des TLR4-D299G-Klons.

Langanhaltende Entzindungen koénnen zur Tumorentstehung fuhren und CED-
Patienten haben so ein erhdhtes Risiko, ein Colitis-assoziiertes Colonkarzinom zu
entwickeln. Ubertragt man die Daten der vorliegenden Arbeit auf CED-Patienten, so
kdnnten Patienten mit dem TLR4-D299G-Polymorphismus ein erhdhtes Risiko
haben, ein Colitis-assoziiertes Colonkarzinom mit besonders aggressivem
Wachstumsverhalten zu entwickeln. Dementsprechend mussten solche Patienten in
kirzeren Abstanden Uberwacht und eventuell friher und intensiver therapiert

werden.
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6. Anhang

6.1. Vektorkarte pUNO-TLR2-FL und Sequenzausschnitt der Mutation TLR2-
R753Q

Pyvull (239)

Notl (5150)
Xhol llﬂ#"'* HindIII 1245)

Bsu36l (291)
EcoRI (4264) \ /

L——_ Apel (332)
hEF1-HTLV prom
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Smal (4329 |-_~__\-
AvrIl (4308)

—

Bsr Avell (983)

EM7
BglIl (1121)

SV40 prom Ndel (1185)
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(5315 bp)
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hTLR2-HA BspEI (1510)

ApaLll (3553)
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152
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Abb.6.1. Vektorkarte pUNO-TLR2-FL der Firma InvivoGen. Die Abbildung zeigt die Vektorkarte des
kauflich erworbenen pUNO-TLR2-FL-Plasmids mit den Schnittstellen der Restriktionsenzyme. Die
Schnittstellen der Enzyme Agel und Nhel zur Uberpriifung des Inserts sind rot markiert.

Aminosaurensequenzausschnitt der pUNO-TLR2-R753Q-Mutation:

2470 KLOKIMNTKTYLEWPMDEAQREGFWVNLRA 2559

zugehdrige Nukleotidsequenz:

AAGCTGCAGAAGATAATGAACACCAAGACCTACCTGGAGTGGCCCATGGACGAGGCTCAGCG
GGAAGGATTTTGGGTAAATCTGAGAGCT



6. Anhang 159

6.2. Vektorkarte pUNO-TLR4-FL und Sequenzausschnitte der beiden
Mutationen TLR4-T399I und TLR4-D299G
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Abb.6.2. Vektorkarte pUNO-TLR4-FL der Firma InvivoGen. Die Abbildung zeigt die Vektorkarte des
kauflich erworbenen pUNO-TLR4-FL-Plasmids mit den Schnittstellen der Restriktionsenzyme. Die
Schnittstellen der Enzyme BspHI und Nhel zur Uberpriifung des Inserts sind rot markiert.

Aminosaurensequenzausschnitt der pUNO-TLR4-T399I-Mutation:
1333 TlSLKYLDLSFNGVITMSSNFLGLEQLEHLDFQ 1431

zugehdrige Nukleotidsequenz

ACAATCAGCCTAAAGTATTTAGATCTGAGCTTCAATGGTGTTATTACCATGAGTTCAAACTT
CTTGGGCTTAGAACAACTAGAACATCTGGATTTCCAG
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Aminosaurensequenzausschnitt der pUNO-TLR4-D299G-Mutation:
1033 DGIIDLFNCLTNVSSFSLVSVTIERVKDFSYNF 1131

zugehdrige Nukleotidsequenz

GATGGTATTATTGACTTATTTAATTGTTTGACAAATGTTTCTTCATTTTCCCTGGTGAGTGT
GACTATTGAAAGGGTAAAAGACTTTTCTTATAATTTC
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