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1. Einleitung, Grundlagen und Literaturubersicht

1.1 Das angeborene Inmunsystem

Der Organismus von Saugetieren ist standig Bedrohungen durch verschiedenste
pathogene Mikroorganismen ausgesetzt, die mit dem Wirtsorganismus in Kontakt
treten, lokale Infektionen verursachen konnen und sich im schlimmsten Falle
generalisiert im Korper ausbreiten und Zustande wie Sepsis oder septischen
Schock, nicht selten mit todlichem Ausgang, verursachen.

Die erste Barriere gegen eindringende Mikroorganismen ist physikalischer Art und
wird von den epithelialen Oberflachen des Wirtsorganismus, z.B. der Haut und der
Mukosa des Respirations-, Gastrointestinal- oder Urogenitaltraktes gebildet. Sie
besteht u.a. aus Zell-Zell-Verbindungen durch sog. ,tight-junctions®, und der Bildung
von Schleim durch Mukosazellen, in den Mikroorganismen eingebettet werden und
so die Adhasion an das Epithel verhindern. Durch den Schlag von Zilien, die dem
Epithel aufgelagert sind, wird aul’erdem fur eine standige Bewegung des
Mukussekrets gesorgt und eine Ansiedlung von Pathogenen zusatzlich verhindert,
dasselbe geschieht im Gastrointestinaltrakt durch das Phanomen der Peristaltik.
Neben der physikalischen Barriere sorgt die Epitheloberflache fur eine weitere Form
der Abwehr, z.B. durch die Produktion von chemischen Substanzen, die
antimikrobiell wirken oder das Wachstum von Mikroorganismen verhindern.
Hierunter sind zu nennen das in Speichel und Tranenflissigkeit enthaltene
antibakterielle Enzym Lysozym, Verdauungsenzyme im oberen Gastrointestinaltrakt,
der saure pH-Wert des Magens, oder Defensine die sowohl in der Haut als auch in
Paneth-Zellen in Krypten des unteren Gastrointestinaltraktes gebildet werden.
Defensine sind kationische Peptide, welche die bakterielle Zellwand zerstéren und
somit mikrobizid wirken. Ebenso zur Gruppe der mikrobiziden Peptide der Haut
zahlen die sog. Cathelicidine. Desweiteren sind Surfactantproteine beschrieben, die
im Oberflachenfilm des Respirationsepithels der Lunge vorhanden sind, diese
binden an Pathogene und markieren sie gleichsam, wobei man von Opsonierung
spricht. Dieser Prozess erleichtert die anschlieBende Phagozytose durch
Makrophagen.



Von grol3er Bedeutung ist aullerdem die Standortflora aus nichtpathogenen
Bakterien, die auf den meisten epithelialen Oberflachen zu finden ist und die
ihrerseits im Stande ist, antimikrobielle Substanzen (z.B. antibakterielle Kolizine von
Escherichia coli im Dickdarm), zu produzieren. Dadurch, sowie durch Konkurrenz um
Nahrstoffe und Lebensraum kann die Ausbreitung pathogener Eindringlinge
verhindert werden. Wird diese Standortflora  zerstort, z.B.  durch
Antibiotikabehandlung, treten pathogene Organismen an deren Stelle, breiten sich
aus und fuhren zur entsprechenden Erkrankung. (Janeway, Jr. et al. 2001),
(Janeway, Jr. and Medzhitov 2002), (Ong et al. 2002).

Gelingt es pathogenen Mikroorganismen dennoch, eine der eben beschriebenen
epithelialen Barrieren zu uUberwinden, treten binnen Minuten bis wenigen Stunden
nach deren Eintreten in das darunter liegende Gewebe die Abwehrmechanismen
des angeborenen Immunsystems in Aktion.

Es handelt sich hierbei um in der Evolution sehr fruh aufgetretene Mechanismen,
welche phylogenetisch konserviert wurden und gleichermallen bei Saugetieren,
Insekten und Pflanzen zu finden sind, im Gegensatz zum sog. adaptiven
Immunsystem, welches sich vorwiegend bei Saugetieren findet. Das angeborene
Immunsystem dient der so genannten ,first-line defense” eines Wirtsorganismus
gegenuber Mikroorganismen da es innerhalb von Minuten nach erfolgter Infektion
reagieren kann (Hoffmann et al. 1999), (Janeway, Jr. et al. 2001).

Die Aufgaben der angeborenen Immunantwort umfassen u.a. die Erkennung,
Phagozytose und Zerstorung von Mikroorganismen durch Gewebsmakrophagen
sowie neutrophile Granulozyten. Dieselben Zellen sind auf3erdem in der Lage,
verschiedene Stoffwechselprodukte zu bilden, wie Stickstoffmonoxid (NO), oder
Wasserstoffperoxid (H20-), welche direkt toxisch fur Bakterien sind.

Eine weitere wichtige Fahigkeit des angeborenen Immunsystems ist die Stimulierung
von Makrophagen zur Freisetzung von Zytokinen, wie Tumor Nekrose Faktor (TNF)a
oder Interleukin (IL)1, sowie Chemokinen, wie IL8, die im Gewebe eine
Entzindungsreaktion hervorrufen, sowie auflerdem Neutrophile und Plasmaproteine,
z.B. die Proteine des Komplementsystems an den Ort der Entzindung locken. Auch
andere Immunmodulatoren, wie Prostaglandine, Leukotriene und ,platelet activating
factor (PAF) werden von Makrophagen freigesetzt (Aderem and Underhill 1999).
Die Erkennung von Pathogenen durch das angeborene Immunsystem geschieht

durch spezifische Rezeptoren auf der Oberflache von Makrophagen und anderen



immunkompetenten Zellen, auf die im folgenden Kapitel detailliert eingegangen
werden soll.

All diese Mechanismen genugen oft, eine Infektion zu verhindern, bzw. in Schach zu
halten, bevor diese uUberhaupt erst als solche wahrgenommen wird, andererseits
bereitet das angeborene Immunsystem aber auch den Weg fur die adaptive

Immunantwort, was ebenfalls im Folgenden naher beschrieben werden wird.

1.2 Rezeptoren des angeborenen Immunsystems

Wie bereits beschrieben, spielen sich Vorgange der angeborenen Immunantwort
hauptsachlich in Geweben mit epithelialer Oberflache, sowie der Haut ab. Die Zellen,
die hierbei die entscheidende Rolle spielen, sind hauptsachlich Makrophagen und
dendritische Zellen (DC), aber auch Mastzellen, neutrophile und eosinophile
Granulozyten und sog ,natural-killer®-(NK) Zellen. Sie werden durch Infektionen mit
pathogenen Mikroorganismen im Rahmen einer Entzindungsreaktion aktiviert und
reifen innerhalb von Minuten zu immunkompetenten Effektorzellen, die eine Infektion
in vielen Fallen ohne die zusatzliche Aktivierung des adaptiven Immunsystems
auszuschalten vermogen (Janeway, Jr. and Medzhitov 2002).

Das Ziel der angeborenen Immunantwort ist es, pathogene Strukturen, zu erkennen
und anschlieBend zu zerstoren. Daher durfen Strukturen, die von Zellen des
angeborenen Immunsystems erkannt werden, auf keinen Fall Ahnlichkeit mit
Selbstantigenen haben, dies wirde sonst zu autoimmunen Reaktionen mit schweren
Zell- uns Gewebsschaden fuhren (Medzhitov and Janeway, Jr. 1997b). Um solche
zu vermeiden ist also die Entscheidung zwischen ,Selbst* und ,Nichtselbst® eine der
wichtigsten Aufgaben des angeborenen Immunsystems (Janeway, Jr. 1992). Wie ist
eine solche Unterscheidung moglich?

Die oben genannten Zellen, die fur die angeborene Immunantwort verantwortlich
sind, benutzen fur die Erkennung von pathogenen Strukturen spezifische
Rezeptoren auf ihrer Oberflache, diese Rezeptoren sind im Genom des jeweiligen
Organismus fest kodiert, so dass ein Reaarrangement wie bei B- und T-
Zellrezeptoren des adaptiven Immunsystems nicht erforderlich ist. Auch eine klonale
Selektion der Rezeptoren (wie bei B- und T-Zellen) erfolgt nicht, da sie von allen
Zellen eines Organismus gleichartig prasentiert werden (Janeway, Jr. 1992).



Die Rezeptoren erkennen spezielle molekulare Musterstrukturen des Stoffwechsels
von Pathogenen, welche immunstimulatorische Fahigkeiten haben und als
.pathogen associated molecular patterns® (PAMPs) bezeichnet werden,
komplementar dazu werden die Rezeptoren als ,pattern recognition receptors”
(PRRs) bezeichnet (Janeway, Jr. 1989). Funktionell konnen diese Rezeptoren in drei
Gruppen eingeteilt werden: im Plasma zirkulierende Proteine, z.B die Faktoren des
Komplementsystems und die dazugehdrigen Komplementrezeptoren auf
Immunzellen, sowie weitere PRRs, die entweder auf Zelloberflachen oder
intrazellular exprimiert sind. Unter den zellularen PRRs spielt die in der Evolution
konservierte Gruppe der Toll- und Toll-like Rezeptoren (TLRs) die wichtigste Rolle
(Janeway, Jr. and Medzhitov 2002), welche das Kernstuck der vorgelegten Arbeit
darstellen und in folgenden Kapiteln detailliert beschrieben werden.

Bei den PAMPs handelt es sich um ca. 20 bis heute bekannte, unveranderliche
Strukturen, welche von einer grof3en Zahl von pathogenen Mikroorganismen
produziert, bzw. metabolisiert werden und unverzichtbar fiur physiologische
Vorgange dieser Organismen und somit fir das Uberleben derer sind. Sie wurden in
der Evolution genetisch konserviert und jede Mutation wurde zu letalem Ausgang fur
den Mikroorganismus fuhren. Ein Beispiel fur PAMPs stellt das Lipopolysaccharid
(LPS), ein bakterielles Endotoxin aus der Zellwand gram-negativer Bakterien dar,
das eine Schlusselrolle beim Phanomen des septischen Schocks spielt (Ulevitch and
Tobias 1999). Auch Lipoteichonsaure (LTA) und Peptidoglycan (PGN), aus der
Zellwand gram-positiver Bakterien, einzel- und doppelstrangige virale RNA,
bakterielle DNA-Motive, sowie Mannane aus der Zellwand von Hefen sind hierbei zu
nennen (Janeway, Jr. 1989), (Medzhitov and Janeway, Jr. 2000). Alle diese
Strukturen werden nur im Organismus des Pathogens, nicht im Wirtsorganismus
synthetisiert, somit kann vom angeborenen Immunsystem klar zwischen Pathogen
und Nicht-Pathogen, bzw. zwischen ,Selbst® und ,Nichtselbst® unterschieden
werden. Durch diese hochkonservierten Erkennungsmechanismen wird auch
verstandlich, dass es im Rahmen der angeborenen Immunantwort nie zu
autoreaktiven Prozessen kommt, da solche Rezeptoren mit dem Leben nicht
vereinbar waren und sofort aus dem Genom entfernt werden warden.

Autoreaktive oder autoimmune Vorgange sind somit eine Domane des adaptiven
Immunsystems (Janeway, Jr. 1989), (Medzhitov and Janeway, Jr. 1999) (Medzhitov
and Janeway, Jr. 2000).



1.3 Einfluss des angeborenen auf das adaptive Immunsystem

Durch Erkennung von PAMPs durch die ,pattern recognition receptors® konnen auf
direktem Wege Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems aktiviert
werden. Wie schon beschrieben, umfassen diese unter anderen die Phagozytose
von Pathogenen, die Synthese von toxischen antimikrobiellen Produkten, sowie die
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen aus
Makrophagen.

Das angeborene Immunsystem hat aber auch bedeutenden Einfluss auf das
adaptive Immunsystem und wurde erst in den letzten Jahren zum Gegenstand
intensiver Forschung. Bis dahin galt es lange als ,Rudiment® der Evolution, lediglich
dazu da, eine Infektion in Schach zu halten, bis das adaptive Immunsystem mit
seiner verzogerten Immunantwort zum Einsatz kommt (Fearon and Locksley 1996),
(Medzhitov and Janeway, Jr. 1997a), (Medzhitov and Janeway, Jr. 1997b).

Das adaptive Immunsystem, das als hoch entwickeltes Abwehrsystem vorwiegend
bei Saugetieren zu finden ist, besitzt Rezeptoren, welche nicht von vornherein im
Genom  konserviert sind, sondern durch somatisches, randomisiertes
Rearrangement in der Ontogenese jedes individuellen Organismus entstehen. Es
entstehen so hochspezifische Rezeptoren auf der Oberflache von B- und T-
Lymphozyten, die fur die Erkennung von Antigenen jeder Art bestimmt sind und
klonal verteilt sind. Das adaptive Immunsystem ist so zum Erkennen einer nahezu
unbegrenzten Anzahl von Antigenen fahig, ebenso fur Phanomene wie dem
immunologischen Gedachtnis, auf die an dieser Stelle nicht naher eingegangen wird.
Ebenso zeigt es sich jedoch auch fur allergische Reaktionen,
Autoimmunerkrankungen und Gewebeabsto3ungsreaktionen verantwortlich, da
seine Rezeptoren nicht in der Lage sind, Uber die Art eines Antigens als ,Selbst,
oder ,Nicht-Selbst” zu entscheiden (Janeway, Jr. 1992). Deshalb bendtigt das
adaptive Immunsystem Informationen Uber die Herkunft eines Antigens und Signale,
die dafur verantwortlich sind, eine geeignete Immunantwort zu induzieren und im
Falle von Selbstantigenen oder nicht-pathogenen Fremdantigenen autoreaktive,
immunpathologische Prozesse zu vermeiden. Diese Signale werden vom
angeborenen Immunsystem Uber die Gruppe der Toll-like Rezeptoren geliefert. Die
wichtigsten Zellen an der Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem stellen hierbei die dendritischen Zellen dar (Banchereau and



Steinman 1998). Unreife dendritische Zellen halten sich in peripheren Geweben auf
und exprimieren verschiedene TLRs, z.B. TLR1, 2, 4 und 5 (Visintin et al. 2001). Das
Erkennen verschiedener mikrobieller Pathogene (PAMPs) Uber diese ,pattern
recognition receptors® stimuliert die Reifung von dendritischen Zellen, indem es nicht
nur die Expression von MHCII-Molekullen, sondern auch die von kostimulatorischen
Molekulen, wie CD80 und CD86 auf deren Oberflache induziert (Akira et al. 2001).
Die dendritischen Zellen wandern anschliel3end in die Lymphknoten, wo sie uber
MHCII-Molekile prozessiertes Antigen mikrobiellen Ursprungs an naive T-
Lymphozyten prasentieren und somit eine antigen-spezifische adaptive
Immunantwort initiieren. T-Lymphozyten koénnen nur durch die gleichzeitige
Prasentation kostimulatorischer Molekule und Antigen auf MHCII-Komplexen auf
derselben antigenprasentierenden Zelle zu aktiven Effektorzellen werden und klonal
proliferieren. lhrerseits konnen sie dann z.B. als aktive CD4-Helferzellen Uber
weitere kostimulatorische Signale die Reifung von naiven B-Zellen induzieren (Liu
and Janeway, Jr. 1992).

Somit sind die beiden Schenkel des Immunsystems eng miteinander verbunden,
indem das angeborene Immunsystem Uber seine immunstimulatorischen Tatigkeiten
kontrolliert, dass nur die Lymphozyten, die Spezifitat fur Antigene pathogener
Herkunft besitzen, aktiviert werden und proliferieren kdnnen.

Neben der Proliferation von T-Lymphozyten ist auch deren Differenzierung fur eine
effektive adaptive Immunantwort von Bedeutung, da sich CD4-Zellen in zwei
verschiedene Untergruppen differenzieren konnen, TH1- und TH2-Zellen (Abbas et
al. 1996). TH1-Zellen sezernieren hauptsachlich das Zytokin Interferon (IFN)y,
wohingegen sich TH2-Zellen durch Produktion von IL4, IL10 und IL13 auszeichnen.
Durch TLRs wird diese Differenzierung eher in die TH1-Richtung gelenkt, so konnen
z. B. durch Stimulation von TLRs dendritische Zellen zur Produktion von TH1
induzierendem IL12 veranlasst werden, sowie bei defekten TLR-Signalmechanismen
verstarkte TH2-Immunantworten festgestellt werden (Kaisho et al. 2002), (Schnare
et al. 2001).



1.4 Toll-Rezeptoren bei Drosophila

Obwonhl Insekten kein adaptives Immunsystem besitzen, sind sie Uberaus resistent
gegenuber mikrobiellen Infektionen. Sie besitzen wirksame Mechanismen,
pathogene Mikroorganismen zu erkennen und schnelle, effektive antimikrobielle
Immunantworten zu induzieren, z.B. durch Produktion antimikrobieller Peptide (Imler
and Hoffmann 2000). Als Prototyp fur angeborene Immunmechanismen bei Insekten
dient die Fruchtfliegenart Drosophila, bei der die Familie der Toll-Rezeptoren eine
zentrale Rolle in der Immunantwort spielt (Hoffmann et al. 1999), (Anderson 2000).

Toll-Rezeptoren in Drosophila wurden ursprunglich als Transmembranrezeptoren
entdeckt, die fur die Dorsal-Ventral-Polarisierung beim Embryo zustandig sind
(Anderson et al. 1985), (Hashimoto et al. 1988), (Morisato and Anderson 1995). Bis
zum heutigen Zeitpunkt liegt Kenntnis Uber mindestens 10 Mitglieder der Toll-Familie
vor (Tauszig et al. 2000). Die Stimulation des Toll-Rezeptors erfolgt Uber den
Liganden ,Spatzle“ und aktiviert die zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase ,Pelle”
Uber das Adapterprotein ,Tube“. Das Protein ,Spatzle® wird durch eine Serin-
Protease (eine Kaskade bestehend aus funf einzelnen Proteasen: ,gastrulation®
,defective”, ,easter, ,snake“ und ,nudel®) aus einer Vorlauferform gespalten und
aktiviert so als endogener Ligand den Toll-Rezeptor (Levashina et al. 1999), (Weber
et al. 2003). Diese Serin-Protease-Kaskade ist jedoch nicht in die Induktion einer
Immunantwort involviert (Lemaitre et al. 1996), womit davon auszugehen ist, dass in
Drosophila die Erkennung der immunstimulierenden PAMPs durch PRRs oberhalb
von ,Toll“ geschieht (Levashina et al. 1999), ,Toll* selbst also nicht als ,pattern
recognition receptor” fungiert (Imler and Hoffmann 2000). Die Aktivierung von ,Pelle®
I6st den enzymatischen Abbau des ,ankyrin-repeat‘-Proteins ,Cactus® aus, das
normalerweise den Transkriptionsfaktor ,Dorsal“, ein Protein der Rel-Familie, im
Zytoplasma inhibiert. Nach erfolgtem Abbau von ,Cactus® kann die Translokation
von ,Dorsal“ in den Zellkern erfolgen, wo es als Transkriptionsfaktor aus der Nuclear
Factor(NF)kB-Familie die Transkription entsprechender Zielgene induziert (Belvin et
al. 1995) (Belvin and Anderson 1996). Die zytoplasmatische Domane des Toll-
Rezeptors zeigt beachtliche hochkonservierte Homologien mit der des IL1-Rezeptors
bei Sdugetieren (Gay and Keith 1991), die beiden werden deshalb auch als Toll/IL1-
Rezeptor-(TIR) Domane bezeichnet. Der Signalweg uber den IL1-Rezeptor fuhrt zur

Aktivierung von NFkB, einem Transkriptionsfaktor, der fur die Regulation



verschiedenster Gene von Immun- und Entzindungsreaktionen verantwortlich ist.
Deshalb wurde angenommen, dass auch Toll-Rezeptoren eine Rolle in der
Immunantwort spielen (Belvin and Anderson 1996). Diese Vermutung wurde durch
Untersuchungen an Drosophila- Mutanten, bei denen jeweils essentielle Bestandteile
des Toll-Signalweges, z.B. ,Toll“, ,Tube®, oder ,Pelle” ausgeschaltet waren,
bestatigt. Alle Fliegenmutanten zeigten eine weit verminderte Resistenz gegenuber
fungalen Infektionen, die Immunantwort gegentber gram-negativen Bakterien blieb
jedoch unverandert (Lemaitre et al. 1996).

Die Immunantwort in Drosophila wird hauptsachlich durch eine Reihe antimikrobieller
Peptide bestimmt, die zum grof3en Teil im sog. ,fat body“ synthetisiert werden, einem
Organ, das bei Saugetieren in etwa der Leber entspricht. Diese Peptide zerstoren
Mikroorganismen durch Ausbildung von Zellwandporen, was zu deren Auflosung
fuhrt. Man kann sie pathogenspezifisch in drei Klassen unterteilen (Hoffmann et al.
1999), wobei die Bildung des Peptids Drosomycin hauptsachlich bei Pilzinfektionen
induziert wird, die von Diptericin bei Infektionen mit gram-negativen Bakterien, sowie
Defensin bei solchen mit gram-positiven Bakterien (Hoffmann et al. 1999). Die
Bildung dieser antimikrobiellen Peptide kann vom Immunsystem von Drosophila
speziell auf die Pathogenklasse der Infektion abgestimmt werden, z.B. wird bei
Pilzinfektionen nur Drosomycin gebildet, nicht Diptericin oder Defensin (Lemaitre et
al. 1997).

Die Bildung der antimikrobiellen Peptide wird Uber Transkriptionsfaktoren aus der
NFkB-Familie, so genannten Rel-Proteine, reguliert. Der schon erwahnte Faktor
,2porsal“, sowie ,dorsal-like immune factor” ,Dif* werden Uber den Toll-Signalweg
kontrolliert und sind vor allem fur die Regulation des antifungal wirksamen
Drosomycin zustandig, wobei ,Dorsal® hierbei bei adulten Fliegen nur eine
untergeordnete Rolle spielt (Meng et al. 1999), (Rutschmann et al. 2000a). Auch die
Produktion des Peptids Defensin bei Infektionen mit gram-positiven Bakterien wird
Uber den Toll-Signalweg reguliert (Rutschmann et al. 2002).

Immunantworten gegen gram-negative Bakterien werden Uber einen
unterschiedlichen Weg kontrolliert, dem imd-(immune deficient)Signalweg. Imd-
Mutanten zeigten verminderte Resistenz gegen Infektionen mit gram-negativen
Bakterien und eingeschrankte Produktion von Diptericin, die Resistenz gegen Pilze
oder gram-positiven Bakterien blieb unbeeinflult (Lemaitre et al. 1995). Hierbei
spielt das dritte Protein der Rel-Familie eine wichtige Rolle, ,Relish“; Mutationen in



diesem Gen fuhren ebenso wie imd-Mutationen zu erhohter Anfalligkeit gegenuber
gram-negativen Infektionen (Hedengren et al. 1999). ,Relish® wird von einem |kB-
Kinase-Komplex (IKKs) in zwei Domanen gespalten, von denen eine an die kB-
Bindungsstellen im Zellkern bindet, (Rutschmann et al. 2000b). Ein homologer
Kinase-Komplex findet sich auch in der NFkB-Aktivierung bei Saugetieren (Delhase
and Karin 1999), wurde bei Drosophila aber nur im imd-, nicht im Toll-Signalweg
gefunden (Rutschmann et al. 2000b). Der Rezeptor, Uber den der imd-Signalweg in
Gang gesetzt wird, ist noch nicht identifiziert worden und stammt moglicherweise
aus einer Toll-unabhangigen Rezeptor-Familie. Ein Mitglied der Toll-Familie, ,18-
wheeler®, wurde als Rezeptor in Betracht gezogen, da es bei Mutationen in diesem
Gen zu einer reduzierten Expression des antibakteriellen Peptides Attacin kommt
(Williams et al. 1997), die Expression von Diptericin ist bei dieser Mutation aber nicht
reduziert, somit scheint ,18-wheeler” keine Rolle im imd-Signalweg zu spielen (Imler
and Hoffmann 2000).

Die beiden Signalwege, die bei Drosophila bis zum jetzigen Zeitpunkt fur die
Induktion von Immunantworten identifiziert wurden, scheinen somit unabhangig
voneinander abzulaufen und keine gemeinsamen Komponenten zu besitzen (Khush
et al. 2001).

1.5 Toll-like Rezeptoren bei Saugetieren

Kurze Zeit nach der Entdeckung, dass Toll-Rezeptoren bei Drosophila eine
entscheidende Rolle in der angeborenen Immunabwehr gegen Pilzinfektionen
besitzen, wurde ein Homolog dieses Rezeptors auch bei Saugetieren, bzw. beim
Menschen identifiziert, der heutige humane TLR4 (hTLR4) (Medzhitov et al. 1997).
Wie bei Drosophila Toll handelt es sich auch bei dem humanen Toll-like Rezeptor
um einen Typ-1-Transmembranrezeptor, mit einer extrazellularen Leucin-reichen
Domane (Akira and Takeda 2004), sowie einer zytoplasmatischen Doméane, welche
homolog zu der des IL1-Rezeptors ist, und deshalb als Toll/IL1-Rezeptor-(TIR)
Domane bezeichnet wird (Gay and Keith 1991).

Sowohl fur Drosophila-Toll, als auch fur den IL1-Rezeptor ist bekannt, dass sie Uber
ihren  Signaltransduktionsweg zur Aktivierung von NFkB fuhren. Mittels

Transfektionsexperimenten von konstitutiv aktiven humanen Toll-Mutanten in
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menschliche Zelllinien konnte in der Arbeit von Medzhitov und Kollegen eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB, sowie eine nachfolgende Induktion von
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL1, oder IL8 auch fur das humane Homolog
des Toll-Rezeptors nachgewiesen werden, aullerdem kam es zu einer Induktion
kostimulatorischer Molekule.

Nachfolgend wurden noch weitere Mitglieder dieser mit Drosophila verwandten
Proteine entdeckt und als Gruppe der Toll-like Rezeptoren (TLRs) bezeichnet. Bis
heute enthalt sie zehn Mitglieder (TLR1-TLR10) (Rock et al. 1998), (Chuang and
Ulevitch 2001). Ein elftes Mitglied der Familie (TLR11) wurde bereits am Mausmodell
identifiziert (Zhang et al. 2004).

Mittels Vergleichen von Aminosaurenstrukturen, sowie aufgrund ihrer genomischen
Struktur konnte eine Unterteilung der TLR-Familie in die TLR3-, TLR4-, TLR5-,
TLR2- und TLR9- Untergruppe erfolgen (Takeda et al. 2003), (Chuang and Ulevitch
2000). Auch nach ihrer Lokalisation kann eine Einteilung der Mitglieder der TLR-
Familie erfolgen, so ist z.B. TLR4 bevorzugt auf der Zelloberflache lokalisiert, TLR3,
TLR7, TLR8 und TLR9 dagegen intrazellular (Wagner 2001), (Ahmad-Nejad et
al.2002), (Heil et al. 2003), (Matsumoto et al. 2003).

TLR1 und TLR6 sind in 69% ihrer gesamten Aminosaurenstruktur identisch, deren
TIR-Domanen als phylogenetisch hochkonservierte Strukturen sogar zu Uber 90%.
Dies konnte, auch aufgrund der chromosomalen Lage direkt nebeneinander auf eine
Duplikation in der Evolution der beiden Rezeptoren schliel3en lassen (Takeuchi et al.
1999Db).

1.5.1 Toll-Like Rezeptoren und ihre Liganden

Toll-like Rezeptoren fungieren als ,pattern recognition receptors® des angeborenen
Immunsystems in der Erkennung einer gro3en Bandbreite mikrobieller, z.T. auch
synthetischer Komponenten, wobei fur jeden Rezeptor eine fur ihn spezifische
Bandbreite an Liganden existiert, die im Folgenden naher erlautert werden soll.

* TLR4
Der wichtigste Ligand fur TLR4 ist das bakterielle Endotoxin, auch Lipopolysaccharid
(LPS) genannt, ein Hauptbestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien (Raetz



11

et al. 1991). LPS als mikrobieller Virulenzfaktor vermag im Wirtsorganismus schwere
systemische Entzundungsantworten auslosen und ist beim Menschen fur das
Phanomen des septischen Schocks verantwortlich. Diese Fahigkeiten sind im
besonderen dem Lipid-A-Anteil von LPS zuzuschreiben (Glauser et al. 1994),
(Hirschfeld et al. 2000). Untersuchungen an den beiden Mausstammen C3H/Hed
und C57BL10/ScCr, die naturgemal® verminderte Ansprechbarkeit gegenuber LPS
besitzen, zeigten, dass diese Mause Mutationen im Gen fur TLR4 besitzen (Poltorak
et al. 1998), (Qureshi et al. 1999). Auch Mause, bei denen das TLR4-Gen bewusst
ausgeschaltet wurde, konnten keine Immunreaktion auf LPS entwickeln (Hoshino et
al. 1999), was die essentielle Rolle dieses Rezeptors in der Endotoxin-Erkennung
gram-negativer Bakterien bestatigte.

TLR4 bendtigt zur Erkennung von LPS die Unterstutzung weiterer Molekile. Im
Serum bindet LPS an das sog. LPS-binding protein (LBP), anschlieend wird dieser
Komplex von CD14, einem an der Zellmembran von Monozyten, Makrophagen und
Neutrophilen verankerten Glycosylphosphatidylinositol-Molekul, erkannt (Ulevitch
and Tobias 1995) und fuhrt zu einer physikalischen Annahrerung zwischen CD14
und TLR4, der exakte Interaktionsmechanismus zwischen den beiden ist jedoch
nicht bekannt (Jiang et al. 2000), (Poltorak et al. 2000). Ein weiterer Bestandteil, in
der Erkennung von LPS ist MD-2, ein Protein, das selbst nicht in der Zellmembran
verankert ist, aber mit dem extrazellularen Teil von TLR4 assoziiert und ebenfalls
die Ansprechbarkeit auf LPS erhoht (Shimazu et al. 1999). LPS ist bis jetzt der
einzige TLR-Ligand, fur den der Erkennungsprozess, wenn auch noch nicht in aller
Exaktheit, identifiziert ist.

Interessanterweise exprimieren B-Zellen auf ihrer Oberflache das Rezeptorprotein,
RP105, das ebenfalls LPS erkennen kann und in seiner extrazellularen Struktur
TLR4 gleicht, im Gegensatz zu diesem aber keine intrazellulare TIR-Domane besitzt
(Miyake et al. 1995). In der LPS-induzierten B- Zellaktivierung scheinen TLR4 und
RP105 zu kooperieren (Ogata et al. 2000).

Ein weiterer TLR4-Ligand ist Taxol, ein Produkt der pazifischen Eibe (Taxus
brevifolia). Beim Menschen wird Taxol als mitosehemmendes Mittel in der
Behandlung von metastasierenden Ovarial- und Mamma-Carcinomen eingesetzt.
Bei Mausen wird durch Taxol eine ahnliche Immunantwort wie durch LPS
hervorgerufen, welche TLR4-, sowie MD-2-abhangig ist (Kawasaki et al. 2001). Auch
bei der Erkennung von Virusbestandteilen ist TLR4 beteiligt, so wird CD14-abhangig
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ein Fusionsprotein des ,respiratory syncytical virus“ erkannt (Haynes et al. 2001)
(Kurt-Jones et al., 2000).

TLR4-abhangig werden auch verschieden endogene Liganden erkannt, unter ihnen
sog. Hitzeschockproteine (HSP), z.B. HSP60 und HSP70, die als endogene
,Gefahrensignale“ von Zellen unter Stress oder Nekrose freigesetzt werden. Primare
Funktion der Hitzeschockproteine ist es, als sog. Chaperone die korrekte
Raumstruktur von  Proteinen wahrend ihrer Faltung oder Entfaltung
aufrechtzuerhalten, daneben besitzen sie aber auch proinflammatorische
Fahigkeiten, wie die Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Zellen. Die in
Bakterien, wie auch Saugetieren hochkonsevierte Struktur der Hitzeschockproteine
mag ihre Funktion als Ligand von Toll-like Rezeptoren erklaren (Gallucci and
Matzinger 2001). An der Aktivierung von Immunzellen durch HSP60 und HSP70 ist
neben TLR4 auch TLR2 beteiligt (Vabulas et al. 2001), (Asea et al. 2002). Des
weiteren l6sen auch extrazellulare Matrixkomponenten wie Fibronectin,
Hyaluronsaure und Heparansulfat bei Gewebsverletzungen TLR4-abhangig eine
,sterile Entzindung“ aus, die eine wichtige Rolle in der Wundheilung und
Gewebsneubildung spielt (Okamura et al. 2001), (Termeer et al. 2002), (Johnson et
al. 2002).

* TLR2
TLR2 erkennt das breiteste Spektrum unter den bei Saugetieren bekannten TLRs,
darunter Lipoproteine als Zellwandbestandteile verschiedener Pathogene, wie gram-
negative Bakterien, Mycoplasmen, oder Borrelien (Aliprantis et al. 1999), (Brightbill
et al. 1999), (Lien et al. 1999), (Hirschfeld et al. 1999), Peptidoglykan und
Lipoteichonsaure als Zellwandbestandteile gram-positiver Bakterien, z.B. S.aureus
(Schwandner et al. 1999), (Yoshimura et al. 1999), (Underhill et al. 1999b), (Means
et al. 1999), (Takeuchi et al. 1999a), den Zellwandbestandteil Lipoarabinomannan
(LAM) von Mycobakterien (Means et al.,, 1999), sowie Bestandteile einer Reihe
weiterer Bakterien. Auch in der Erkennung von Virusbestandteilen spielt TLR2 eine
Rolle, hierbei sind das Cytomegalie-Virus (CMV), sowie Herpes-simplex Virus Typ 1
(HHSV1) zu nennen (Compton et al. 2003), (Kurt-Jones et al. 2004). Die Rolle von
LPS als TLR2-Ligand wurde in der Literatur beschrieben (Yang et al. 1998),
(Kirschning et al. 1998), in Untersuchungen mit knock-out Mausen wurde aber die

eindeutige Rolle von TLR4 als Rezeptor fur LPS dokumentiert (Takeuchi et al.
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1999a). Allerdings ist TLR2 fur die Erkennung atypischer LPS-Strukturen, z.B. von
Leptospira interrogans, verantwortlich (Werts et al. 2001), welche unterschiedliche
Strukturen in der Lipid-A-Komponente, die fur die Signalwirkung verantwortlich ist,
besitzen (Netea et al. 2002).

* TLR2, TLR1 und TLR6

Das grol3e Repertoire von TLR2-Liganden erklart sich zum Teil durch Kooperation
von TLR2 mit weiteren Mitgliedern der TLR-Familie, TLR1 und TLR6, welche nicht
als Homodimere wirksam sind. So erkennen TLR2 und TLR6 in Makrophagen durch
Bildung von Heterodimeren im zytoplasmatischen Anteil bakterielles Peptidoglykan
und den Hefebestandteil Zymosan (Ozinsky et al. 2000a), (Ozinsky et al. 2000b),
sowie Phenol-l6sliches Modulin, ein Polypeptidkomplex aus S.epidermidis und
anderen Staphlokokkenarten (Hajjar et al. 2001). Ebenso erfordert die Erkennung
eines speziellen, diacylierten Lipoproteins aus Mykoplasmen (MALP-2) die
Komplexbildung zwischen TLR2 und TLR6, wohingegen bakterielles, triacyliertes
Lipoprotein auch in TLR6-knockout Mausen eine Immunantwort induziert (Takeuchi
et al. 2001).

Ein heterodimerer Komplex aus TLR1 und TLRG6 ist verantwortlich fur die Erkennung
des 19-kDa Lipoproteins aus Mykobakterien (Takeuchi et al. 2002).

* TLR5
Als Ligand fur TLRS wurde bis heute nur ein einziges mikrobielles Produkt
beschrieben- Flagellin, die Hauptproteinstruktur in bakteriellen Geil3eln (Hayashi et
al. 2001). Diese GeilReln, auch Flagellen genannt, dienen in Form eines Propellers,
der um die eigene Achse rotiert der Fortbewegung von gram- negativen und gram-
positiven Bakterien, sowie zusatzlich auch als Adhasions- und somit Virulenzfaktor.
Obwohl Flagellin ein reines Protein ist und damit keine Merkmale aufweist, die es als
Lnicht-selbst® ausweist, wird es als PAMP von TLR5 erkannt, hierfir spielen
hochkonservierte Anteile am N- und C-terminalen Ende von Flagellin ein Rolle
(Eaves-Pyles et al. 2001). Die Aktivierung von TLRS durch Flagellin fuhrt zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa, TLRS fungiert dabei in
seiner Signalwirkung als Homodimer. Auch nicht-pathogene Standortbakterien, wie
z.B. E.coli im Darm besitzen Flagellen, diese kommen jedoch nur mit der apikalen
Seite des intestinalen Epithels in Beruhrung und haben keine proinflammatorische
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Wirkung. Da TLRS im intestinalen Epithel ausschlie3lich basolateral exprimiert ist,
konnen pathogene Bakterien, wie Salmonellen, mit der basolateralen Seite in
Kontakt kommen, wo sie dann ihre proinflammatorische Wirkung entfalten (Gewirtz
et al. 2001).

* TLR3
TLR3, welcher selektiv in Leukozyten, vor allem sog. plasmozytoiden dendritischen
Zellen exprimiert ist (Muzio et al. 2000) und der ebenso wie TLR7, TLR8 und TLR9
intrazellular lokalisiert ist (Matsumoto et al. 2003), spielt eine wichtige Rolle in der
Erkennung doppelstrangiger(ds) RNA, welche von einer Reihe von Viren wahrend
der replikativen Phase produziert wird. Stimulation von mit hTLRS3 transfizierten HEK
293-Zellen mit dem synthetischen Analog von viraler dsRNA, Polyinosin- Polycytidyl-
Saure (Poly(l:C)) resultiert in der Aktivierung von NFKB und nachfolgenden Induktion
von antiviralen Typl-Interferonen (IFNa und IFNR) (Alexopoulou et al. 2001), (Muzio
et al. 2000)

* TLR9
An Untersuchungen mit TLR9-knock out Mausen wurde erstmals die Rolle dieses
Rezeptors in der Erkennung bakterieller DNA demonstriert (Hemmi et al. 2000). Die
immunstimulatorische Fahigkeit bakterieller DNA-Strukturen erklart sich aus der
Anwesenheit unmethylierter Deoxycytidylat-Phosphat-deoxyguanylat (CpG)-Motive,
welche im bakteriellen Genom in relativ haufiger Frequenz (1:16) vorkommen. Im
Genom von Saugetieren treten CpG-Motive weitaus seltener (1:80), aullerdem in
methylierter Form auf, welche keine immunstimulatorische Fahigkeit besitzen. Somit
reprasentiert CpG-DNA ein weiteres typisches Beispiel aus der Gruppe der PAMPs.
Da CpG-DNA dendritische Zellen zur Produktion von IL12 anregt, hat es
moglicherweise auch wichtige therapeutische Bedeutung im Sinne eines Adjuvans,
das die Immunantwort in die Richtung einer TH1-Antwort lenkt (Wagner 1999). Die
Erkennung von CpG-DNA scheint Spezies-spezifisch zu sein, so gibt es jeweils
,optimale“ CpG-Sequenzen flur die Aktivierung von menschlichen Zellen oder solche
in Mausen. Diese Spezifitat suggeriert aulRerdem, dass TLR9 CpG-DNA auf
direktem Weg erkennt (Bauer et al. 2001). Im Vergleich zu anderen TLRs, wie TLR1,
2, oder 4, die auf der Zelloberflache exprimiert sind, ergab die Farbung mit einem

monoklonalen Antikorper die intrazellulare Lokalisation von TLR9 (Visintin et al.
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2001). Auch die Erkennung von CpG-DNA, die endosomal in die Zelle gelangt,
erfolgt somit intrazellular (Wagner 1999), (Wagner 2001), vergleichbar mit der
Erkennung des Hefebestandteils Zymosan durch TLR2, welche im Phagosom von
Makrophagen erfolgt (Underhill et al. 1999a).

* TLR7

Fur TLR7 und TLRS, beide aus der TLR9-Untergruppe, waren bis vor kurzem noch
keine naturlich vorkommenden Liganden beschrieben worden, TLR7 ist aber in die
Erkennung von verschiedenen synthetischen Liganden, wie dem Imidazoquinolin
Imiquimod involviert, was Untersuchungen an TLR7-knockout-Mausen zeigten.
Diese zeigten nach Stimulation mit Imiquimod keinerlei Immunreaktion, was TLR7
als Rezeptor identifizierte (Hemmi et al. 2002). Imidazoquinoline sind synthetische
Stoffe mit antiviralen und antitumorésen Eigenschaften, die besonders in der
Induktion von IFNa liegen. Imiquimod wird bereits therapeutisch in der Behandlung
genitaler, durch Papillomavirus verursachter Warzen angewendet (Aldara®) (Skinner,
Jr. 2003) Auch fur andere immunmodulatorisch wirksame Substanzen wurde eine
Aktivierung von TLR7 beschrieben, so z.B. fur Loxoribin, (7-Allyl-8-Oyoguanosin),
das sich momentan in klinischer Erprobung fur die Behandlung von
metastasierenden Krebserkrankungen befindet (Heil et al. 2003). Kurzlich wurde
aullerdem beschrieben, dass TLR7 und TLR8 an der Erkennung einzelstrangiger
RNA aus dem HI-Virus (HIV-1) beteiligt sind (Heil et al. 2004).

TLRs erkennen also nicht nur Pathogene mikrobiellen Ursprungs, sondern auch
therapeutisch einzusetzende synthetische Substanzen, was sicherlich interessante
Moglichkeiten fur zuklnftige Therapieoptionen bietet (siehe Diskussion).

1.5.2 Signaltransduktionswege bei Toll-like Rezeptoren

Durch das Erkennen von spezifischen Liganden wird tUber die Familie der TLRs die
Expression verschiedener Zielgene des angeborenen Immunsystems induziert,
darunter proinflammatorische Zytokine, Chemokine, antimikrobielle Peptide, oder
kostimulatorische Molekule, um eine optimale Abwehr des Wirtsorganismus gegen
pathogene  Mikroorganismen zu gewahrleisten und gleichzeitig auch

Immunmechanismen des adaptiven Immunsystems zu aktivieren. Die intrazellulare
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Signalkaskade, die durch die Aktivierung von TLRs in Gang gesetzt wird, zeigt
betrachtliche Homologien zu der durch den IL1-Rezeptor aktivierten, mit einigen
identischen Signalkomponenten, wie z.B. der TIR-Domane oder MyD88. MyD88 ist
ein Adaptorprotein, das an seinem C-terminalen Ende ebenfalls eine TIR-Domane
besitzt und seiner Funktion nach mit dem Adaptorprotein Tube aus Drosophila
vergleichbar ist, jedoch keine Homologien zu diesem besitzt (Kopp and Medzhitov
1999). MyD88 assoziiert mit den Rezeptorkomplexen sowohl des IL1-Rezeptors, als
auch der TLRs durch Interaktion der jeweiligen TIR-Domanen (Medzhitov et al.
1998), (Muzio et al. 1998). An seinem N-terminalen Ende besitzt MyD88 eine “death
domain”, mit der es die Serin/Threonin-Kinase IRAK (lI-1R-associated kinase)
rekrutiert, ein Homolog zur Kinase ,Pelle” aus Drosophila (Muzio et al. 1997),
(Suzuki et al. 2002), die ebenfalls eine ,death domain® enthalt (Wesche et al. 1997).
IRAK wird durch diesen Vorgang autophosphoryliert, dadurch entsteht ein aktiver
Rezeptorkomplex. Die phosphorylierte Form von IRAK assoziiert anschlieliend mit
einem Adaptorprotein aus der TNFR-asociated factor (TRAF) Familie, TRAF6 (Muzio
et al. 1997), (Cao et al. 1996), Uber weitere Zwischenschritte kommt es schliel3lich
zu Phosphorylisierung und Abbau des NFkB Inhibitors IkB durch IkB-Kinasen (IKKs)
(Deng et al. 2000). Dadurch kommt es zur Freisetzung und Translokation von NFkB
in den Zellkern, wo der Transkriptionsfaktor die Expression spezifischer Zielgene
induziert (Ghosh et al. 1998).
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Abbildung 1. Signaltransduktionswege bei Toll-like Rezeptoren (aus Takeda et al, 2003). Das
Adaptorprotein MyD88 spielt bei allen TLRs eine essentielle Rolle in der Signaliibermittlung. Uber
TLR4 kénnen zusatzilch MyD88-unabhangige Signalwege aktiviert werden, als hierfiir verantwortlich
wurde das Adaptorprotein TIRAP/Mal identifiziert.

Alle bekannten TLRs vermogen den eben beschriebenen Signaltransduktionsweg zu
aktivieren, aufgrund der Komplexitat und Diversitat der durch TLRs ausgeldsten
Immunantworten ist jedoch von zusatzlichen Regulationsmechanismen und
Signalkaskaden auszugehen. Zum ersten Mal Anlass zu dieser Vermutung gaben
Untersuchungen an MyD88-defizienten Mausen (Kawai et al. 1999), (Adachi et al.
1998). Nach Stimulation mit IL1, sowie verschiedenen TLR-Liganden, wie
Peptidoglykan oder CpG-DNA, waren diese Mause weder zur Aktivierung von NFkB,
noch zur Expression kostimulatorischer und MHC-Moleklle, oder zur IL12-
Produktion in der Lage (Schnare et al. 2000). Andere Untersuchungen ergaben
aullerdem, dass MyD88-defiziente Mause sehr viel anfalliger fur Infektionen mit
S.aureus sind (Takeuchi et al. 2000). Einzig fur Signale, die Uber TLR4 induziert
werden, scheint MyD88 nicht unbedingt notwendig zu sein, so war der TLR4-Ligand
LPS in der Lage, in Abwesenheit von MyD88 eine, wenn auch verlangsamte NFkB-
Aktivierung zu induzieren, sowie die Hochregulierung kostimulatorischer Molekdule in

dendritischen Zellen zu verursachen (Kawai et al. 1999), (Kaisho et al. 2001).
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Somit scheint TLR4 noch einen weiteren, MyD88-unabhangigen Signalweg zu
aktivieren, was durch die Identifikation eines neuen Adapterproteins, dem sog. ,TIR
domain-containing adaptor protein® (TIRAP)/,MyD88-adaptor-like® (Mal) bestatigt
wurde (Horng et al. 2001), (Horng et al. 2002), (Fitzgerald et al. 2001). TIRAP/Mal
besitzt wie MyD88 eine C-terminale TIR-Domane und assoziiert Uber diese
spezifisch mir der TIR-Domane von TLR4. In Versuchen mit dominant-negativen
Mutanten von TIRAP/Mal konnte nachgewiesen werden, dass durch sie nur die
TLR4-, nicht die TLR9-induzierte NFkB-Aktivierung gehemmt wurde, somit scheint
das Adaptermolekul spezifisch fur einen TLR4-induzierten, MyD88-unabhangigen
Signaltransduktionsweg zu sein. Als weiteres Adapterprotein wurde das sog. ,Toll
interacting protein® (Tollip) (Burns et al. 2000) identifiziert, dieses beeinflusst nach
neueren Erkenntnissen den TLR-Signalweg aber eher negativ (Zhang and Ghosh
2002).

2. Zielsetzung der Arbeit

Die hier vorgelegte Arbeit beschaftigt sich mit der systematischen Analyse der
Expression von Toll-like Rezeptoren auf humanen Keratinozyten. In der Literatur
wurde bereits beschrieben, dass humane Keratinozyten an ihrer Oberflache
konstitutiv TLR2 exprimieren, (Kawai et al. 2002), (Pivarcsi et al. 2003). Auch die
Expression von TLR4, sowie die Immunantwort nach Stimulation mit dem TLR4-
Ligand LPS wurde beschrieben (Song et al. 2002), (Pivarcsi et al. 2003), jedoch
liegen hier kontroverse Ergebnisse vor (Kawai et al. 2002). Des Weiteren wurde in
dieser Arbeit die inflammatorische Aktivierbarkeit von Keratinozyten durch S.aureus
und seine Bestandteile naher untersucht. S.aureus spielt eine wichtige Rolle in der
Perpetuierung und Verschlechterung verschiedener Hauterkrankungen, vor allem
des atopischen Ekzems (Abeck and Mempel 1998a). Der erste Kontakt von
S.aureus mit der Haut geschieht in der Regel durch Interaktion bakterieller
Adhasionsstrukturen mit Zellen der Epidermis. Adhasionsstrukturen an der
Oberflache der Bakterienzellwand sind z.B. Staphylokokkenprotein A, Fibronektin-
bindende Proteine(Fnbp)A und B, oder Fibrinogen-bindendes Protein, auch
Clumping Factor (CIf) genannt (Bibel et al. 1983), (Mempel et al. 1998), (Cho et al.
2001). Nach der bakteriellen Adhasion kommt es zu Vorgangen wie Internalisierung
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der Bakterien in die Keratinozyten und Zerstorung der Zelle durch von S.aureus
produzierte Zytolysine, wie porenbildende a- und 3-Hamolysine (Walev et al. 1993),
(Ezepchuk et al. 1996), (Mempel et al. 2002). Gesichert ist aullerdem, dass sich
Keratinozyten durch S.aureus und seine Bestandteile Lipoteichonsaure (LTA),
Peptidoglykan (PGN), ProteinA und Hamolysina aktivieren lassen (Ezepchuk et al.
1996), (Pivarcsi et al. 2003), und dies zur Produktion proinflammatorischer
Mediatoren, wie z.B. TNFa, B-Defensin und IL8 fuhrt. PGN und LTA wurden dabei
bereits als Liganden fur TLR2 in HEK293-Zellen identifiziert (Schwandner et al.
1999), und auch in Epithelzellen, wie Keratinozyten (Kawai et al. 2002) und
interstinalen Epithelzellen (Cario et al. 2002) ist TLR2 der Rezeptor fur LTA und
PGN. In Bronchialepithelzellen wurde hingegen noch ein anderer, TLR-
unabhangiger Signaltransduktionsweg beschrieben, der Uber den sog. Platelet
activating factor receptor (PAFR) mit nachfolgender Aktivierung der
Metalloproteinase ADAM10 zu einer Aktivierung der Zellen fuhrt und fur den LTA
den Hauptliganden darstellt (Lemjabbar and Basbaum 2002). Interessanterweise
fuhren sowohl der Weg Uber TLR2, als auch der uber PAFR zu einer Aktivierung von
NFkB und zur Induktion NFkB-abhangiger Gene (Lemjabbar and Basbaum, 2002),
(Wang et al. 2001). Es sollte in dieser Arbeit deshalb auch die mogliche Relevanz
dieses Signalweges in humanen Keratinozyten Uberpruft werden.

Zielsetzung dieser Arbeit war also das Screening des gesamten TLR-
Expressionsmusters auf humanen Keratinozyten, sowie der Nachweis einer
Translokation von NFkB nach Koinkubation von Keratinozyten mit virulenten
S.aureus-Stammen. AulRerdem sollte die gesteigerte Transkription NFkB-regulierter
Gene und Produktion proinflammatorischer Mediatoren sowohl auf RNA-, als auch
Proteinlevel nachgewiesen werden. Abschlielend sollte in Inhibitionsversuchen der
Relevanznachweis des dafur verantwortlichen Signaltransduktionsweges erbracht

werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Medien und Puffer

Als Basismedium fur die Zellkultur wurde, soweit nicht anders vermerkt,
Keratinocyte-SFM-Medium (,serum-free keratinocyte medium for culture of human
keratinocytes®) (Invitrogen, Karlsruhe), verwendet, pro Flasche (500ml) wurden je
5ml  Antibiotikum (Penicillin-Streptomycin) und Antimykotikum (AmphotericinB)
(Sigma, Deisenhofen) zugesetzt. Das Waschen der Zellen erfolgte mit PBS-Puffer
(Invitrogen, Karlsruhe). Die adharent wachsenden Zellen wurden vor dem
Passagieren durch 30-minutige Behandlung mit EDTA Trypsin 0.25%-(Roche,
Mannheim) abgeldst, Trypsin wurde anschlieend durch Zugabe von Dulbecco’s
Medium (DMEM) (Sigma) mit fotalem Kalberserum (FCS10%) (Invitrogen)

antagonisiert.

3.2 Etablierung der Primarkeratinozytenkultur

Fur die Arbeit wurden ausschliesslich menschliche Primarkeratinozyten verwendet,
welche nach Standardmethoden (Mempel et al. 2002) aus Vorhautexzidaten isoliert
wurden. Die Hautproben wurden dazu in ca. 0.5cm grof3e Stucke geschnitten und fur
12h mit Dispase 2.4U/ml (Roche) bei 4°C inkubiert. Die Epidermis konnte so
anschliessend von der Dermis getrennt werden und wurde kurz in PBS gewaschen,
daraufhin erfolgte die Inkubation mit EDTA Trypsin 0.25% (Roche) fur weitere 60min.
Die durch wiederholtes Homogenisieren mit der Pasteurpipette erhaltene
Einzelzellsuspension wurde 3x mit SFM-Medium (Invitrogen) gewaschen, eine
Vitalfarbung erfolgte mit Trypan Blau 0.5% (Sigma). Schliesslich wurden die Zellen in
75cm grossen Zellkulturflaschen (Becton Dickinson, Heidelberg) in SFM-Medium
ausgesat und im Brutschrank (Hereus, Minchen) bei 37°C und 5% Co- inkubiert.
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3.3 RNA-Praparation

Die RNA-Isolierung erfolgte nach der Guanidium-Thiocyanat-Methode von
Chomczynski (Chomczynski and Sacchi 1987).

Die in 6-Loch Platten bis zu ca. 90% Konfluenz gewachsenen Zellen wurden
gewaschen, mit 1ml Trizol (Gibco) versetzt und anschlieRend fur ca. 20min bei -20°C
eingefroren. Das im Trizol enthaltene Guanidiumthiocyanat 10st die Zellmembranen
auf und denaturiert alle Proteine, ohne aber die RNA zu gefahrden (auch RNAsen
werden zerstort). Bei allen Extraktions- und Fallungsschritten wurde stets unter
streng RNAse-freien Bedingungen und auf Eis (sofern nicht anders vermerkt)
gearbeitet. Die mit Trizol behandelten Zelllysate wurden nach dem Auftauen in
Eppendorf-Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Bei der anschlieRenden Phasenpraparation
wurde jeweils 200pyl Chloroform hinzugegeben, gut gemischt und bei
Raumtemperatur 5min inkubiert. Zwischenzeitlich wurde ebenfalls regelmallig
gemischt. Es folgte die Zentrifugation bei 12.500 rpm, 4°C fur 15min (Hettich,
Rotanda/RP Zentrifuge), worauf sich 2 deutliche Phasen bildeten, eine RNA-haltige,
wassrige Phase Uber einer DNA-haltigen Phenol-Phase, welche durch eine
Proteinbande getrennt waren. Die wassrige Phase wurde vorsichtig abpippetiert und
in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal’e Uberfuhrt. Als Carrier-Produkt fur die zu
gewinnende RNA wurde 1.5yl Glykogen (Roche) hinzu gegeben. Die Fallung der
RNA erfolgte anschlieBend durch Zugabe von 500ul Isopropanol (Merck KGaA,
Darmstadt). Nach 10-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei 12.500
rom und 4°C far 10min zentrifugiert, was zur Pelletierung der RNA fuhrte. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgehoben und das Pellet in 1ml eisgekiihltem 75%igem
Ethanol (Merck) aufgenommen, um verbliebene Salze zu entfernen. In einem
abschlieRenden 10-minutigen Zentrifugationsschritt bei erneut 12.500 rpm und 4°C
wurde die RNA erneut sedimentiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet
luftgetrocknet. Die Rehydrierung erfolgte durch Aufnahme in 50ul RNAse-freiem,
destilliertem H.O

Die RNA wurde photometrisch (Pharmacia Gene Quant) bei 260/280 nm gemessen
und die Konzentration nach folgender Formel errechnet:

K=ODxVxF
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» K= RNA-Konzentration

» OD-= optische Dichte bei 260/280 nm

* V= Verdunnungsfaktor

* F= Faktor (bei RNA muss der Faktor 40 eingesetzt werden, da eine optische

Dichteeinheit 40ug/ml entspricht)

3.4 cDNA-Praparation

Um fur die darauf folgende PCR eingesetzt werden zu konnen, musste die
gewonnene Gesamt-RNA zunachst in cDNA umgeschrieben werden, dies erfolgte
nach der Methode der Erststrang-cDNA-Synthese mittels SuperScriptll Reverse
Transkriptase von Invitrogen (Superscript™Preamplification System for First Strand
cDNA Synthesis). Hierbei wird selektiv nur die mRNA der eingesetzten Gesamt-
RNA (mRNA und rRNA) erkannt und umgeschrieben. Diese Selektion erfolgt mit
Hilfe von Oligo-dT12-18-Primern, welche in einem Initiationsschritt der cDNA-
Synthese an die Poly-A-Schwanze der mRNAs binden und so eine doppelstrangige
Ansatzstelle fur das Enzym SuperScript RT bilden. Dieses verknupft die
anschlieBend hinzu gegebenen Desoxy-Nukleotide zu einem der mRNA
komplementaren DNA-Strang. Alle Reaktionsschritte erfolgten in einem PCR-Cycler
von MWG Biotech, Ebersberg.
Reaktionsansatz je Probe:

* 2ug Gesamt- RNA

o 1ul Oligo (dT) 12-18 (0.5ug/pl) (Invitrogen)

* mit DEPC- Aqua dest. ad 13l
Dieser Reaktionsansatz wurde zunachst einem Heil3start fur 10min bei 70°C
unterzogen, um Sekundarstrukturen der RNA zu denaturieren und die Anbindung
der Primer zu fordern. Danach erfolgte die Inkubation auf Eis fur 1min.
Parallel dazu wurde folgender Reaktionsansatz erstellt:

o 2ul PCR-Puffer

o 2ul MgCI2 (25mM)

e 1yl dNTP Mix (10mM) (Invitrogen)

o 2ulDTT (0.1M)
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Jeweils 7yl dieses Reaktionsgemisches wurden zum RNA/Primer-Ansatz gegeben,
gut gemischt und bei 42°C fur 5Smin inkubiert. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz komplettiert durch Zugabe von je 1pl Superscriptll RT und fur
50min bei 42°C inkubiert. In einem letzten Schritt erfolgte die Inaktivierung des
Enzyms bei 70°C fur 15min. Die fertig synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.5 PCR-Analysen

Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte vervielfaltigen
kann.

Da die cDNA- Sequenzen mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) aus
RNA synthetisiert wurden, wird das in der vorliegenden Arbeit angewandte
Verfahren auch RT-PCR genannt. Die Amplifikation erfolgt mit Hilfe einer Tag-DNA-
Polymerase, sowie mit freien Nukleotiden. Die Polymerase bendétigt als Starthilfe
Oligonucleotidprimer, wobei es sich um kurze, einzelstrangige DNA-Molekule
handelt, welche komplementar zu einer definierten Sequenz der DNA-Matritze sind,
und sich an diese anlagern. Bei der PCR werden die Primer so gewahlt, dass sie
komplementar zu den Enden des zu amplifizierenden PCR-Stranges sind, was zur
Folge hat, dass eine Amplifikation der DNA nur zwischen den beiden Primern
verlauft. Auf diese Weise konnen gezielt bestimmte DNA-Abschnitte amplifiziert
werden.

Die PCR verlauft in Zyklen, wobei jeder Zyklus aus 3 Schritten mit wechselnden
Temperaturen besteht. Davor erfolgte eine erste Denaturierungsphase (94°C, 5min)

mit dem Ziel der Zerstorung von Sekundarstrukturen. Die darauf folgenden 40
Zyklen waren jeweils unterteilt in eine weitere Denaturierungsphase (94°C, 30sec),

eine Annealing-Phase (Anheftung der Primer an den zu amplifizierenden Strang;

60°C, 30 sec) und eine Elongationsphase (72°C, 30sec). Eine terminale Phase

erfolgte bei 72°C fur 10min. In Einzelfallen wurden bei diesem Standardprotokoll
geringe Abweichungen vorgenommen, wie z.B eine Variierung der Zyklenzahl,
ebenso erfolgten in Einzelfallen geringe Temperaturveranderungen. Der daraus
gewonnene amplifizierte cDNA-Strang lasst sich in einem Agarosegel durch
Ethidiumbromidfarbung nachweisen (siehe unten). Die Amplifikation erfolgte in
einem PCR-Thermocycler (MWG-Biotech).



24

Es wurden folgende Reagenzien in ein thermostabiles 0.5mI PCR-Reaktionsgefal}
pipettiert:

» H,0O bidest: 31.8ul

» Reaktionspuffer x10 (Invitrogen):5ul

* MgClz (Invitrogen): 5ul

e dNTP: (10mM) (Invitrogen): 1ul

*  Primer torwara (10pM): 2.5pl (siehe unten)

*  Primer reverse(10 pM): 2.5pl (siehe unten)

* RT-Enzym (Tag-DNA-Polymerase, Promega, Mannheim): 0.25pl

» cDNA: 2l
Fur die Analyse der in dieser Arbeit zu untersuchenden konstitutiven Expression von
Toll-like-Rezeptoren-(TLRs) wurden die von Kadowaki (Kadowaki et al. 2001) und
Chuang (Chuang and Ulevitch 2001) publizierten Primer mit geringfugiger
Abweichung verwendet:
TLR1- Fw: 5°-TTT GAA AAT TGT GGG CAC CTT ACT G-3’; TLR1- Rv: 5-AAG
CAA CAT TGA GTT CTT GCA AAG C-3’; TLR2- Fw: 5°-TGT GAA CCT CCA GGC
TCT G-3"; TLR2- Rv: 5°-GTC CAT ATT TCC CAC TCT CAG G-3’; TLR3- Fw: 5"-
AGC CGC CAA CTT CAC AAG-3’; TLR3- Rv: 5-AGC TCT TGG AGA TTT TCC
AGC-3’; TLR4- Fw: 5-ACA GAA GCT GGT GGC TGT G-3'; TLR4- Rv: 5’-TCT TTA
AAT GCA CCT GGT TGG-3; TLR5- Fw: 5-CAT GAC CAT CCT CAC AGT CAC
AAA G-3° ; TLR5- Rv: 5-GGG CAT AAC TGA AGG CTT CAA GG-3'; TLR6- Fw:
5°-CAT GAC GAA GGA TAT GCC TTC TTT G-3’; TLR6- Rv: 5-TAT TGA CCT CAT
CTT CTG GCA GCT C-3'; TLR7- Fw: 5-TTG GCT TCT GCT CAA ATG C-3"; TLR7-
Rv: 5°-CTA AAG GTT GGA ATT CAC TGC C-3’; TLRS- Fw: 5'-GTC GAC TAC AGG
AAG TTC CCC-3’; TLR8- Rv: 5'-GGG TAA CTG GTT GTC TTC AAG C-3"; TLR9Y-
Fw: 5-GTG CCC CAC TTC TCC ATG-3"; TLR9- Rv: 5-GGC ACA GTC ATG ATG
TTG TTG-3"; TLR10- Fw: 5-CTT GAC CAC AAT TCA TTT GAC TAC TC-3;
TLR10- Rv: 5-CAT CTT CCT TCT CTA GAT TGG GGA TC-3.
Als Kontrolle diente das konstitutiv exprimierte ,house-keeping® Gen
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (Primer siehe unten). Alle
Primer wurden von MWG Biotech bezogen, beim Auflosen in sterilem Wasser wurde
eine Primerstocklosung von 1mM erstellt.
Die Transkription der NFkB-kontrollierten proinflammatorischen Gene COX-2, und

iINOS wurde mit Hilfe der Technik der semiquantitativen PCR nachgewiesen. Die
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Transkription des zu untersuchendes Gens wird hierbei ebenfalls mit der Expression
eines konstitutiv exprimierten Kontrollgens (GAPDH) verglichen. Die Methode wurde
etabliert mit einem Sensitivitatsmaximum von 30 Zyklen fur COX-2, 34 Zyklen fur
iNOS und 28 Zyklen fir GAPDH.

Zur Analyse wurden folgende Primerpaare verwendet:

INOS- Fw: 5°-ATG CCA GAT GGC AGC ATC AGA-3’; iINOS- Rv: 5-ACC CTG CCA
ACG TGG AAT TCA CTC-37; IL-8-Fw: 5-GCC AAC ACA GAA ATT ATT GTA AAG
CTT-3"; IL-8-Rv: 5-AAT TCT CAG CCC TCT AAA ACT T-3"; COX lI-Fw: 5-TTC
AAA TGA GAT TGT GGG AAA ATT GCT-3"; COX IlI-Rv: 5-AGA TCA CTG CCT
GAG TAT CTT-3"; GAPDH-Fw: 5-CAA GTC GAA GGA TGT GGA-3"; GAPDH-Rv:
5-GAG GAG TGG GTGTCG CTG TTT GAA GTC-3’

Alle Primer wurden von MWG Biotech bezogen, beim Auflosen in sterilem Wasser
wurde eine Primerstocklosung von 1mM erstellt.

Nachweis der PCR-Produkte im Agarose-Gel:

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden in der PCR amplifizierte DNA-Fragmente
durch Wanderung entlang eines elektrischen Feldes ihrer Grof3e nach aufgetrennt
und anschliefliend durch Anfarben mit Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht.
Die Agarosekonzentration im Gel sollte abhangig gemacht werden von der Grolde
der zu trennenden DNA-Fragmente, je kleiner die DNA-Fragmente, desto hoher
sollte die Agarosekonzentration im Gel sein. Da die GrofRRe aller untersuchten PCR-
Produkte unter 1000 Basenpaaren (bp) lag, wurden in dieser Arbeit ausschlieRlich
2%ige Gele verwendet. Fur die Herstellung eines 100g Gels wurden 98ml TBE
(TRIS-Borat-EDTA)-Puffer mit 2g Agarose- Gel-Pulver (Serva Electrophoresis
GmBH, Heidelberg) in einem Erlenmeyer-Kolben mit einem Magnetrahrfisch
vermischt und in einem konventionellen Mikrowellenofen zum Kochen gebracht.
Unter standigem Ruhren wurde eine Abkuhlung des Gels auf etwa 40°C abgewartet,
ehe 5pul Ethidiumbromid (Merck) hinzupipettiert wurden und vorsichtig durch
Schwenken des Kolbens mit dem Gel vermischt wurden. Anschlieend wurde das
Gel in eine Gelwanne im Gelgie3stand gegossen, durch Einsetzen eines Kammes
wurden Taschen im Gel ausgespart. Danach erfolgte die Polymerisation des Gels fur
20-30 min bei 4°C.

Fur die Gelelektrophorese wurde ein horizontales Gelelektrophoresesystem
(BioRAD, Munchen, Mini Sub® Cell GT) verwendet, die Gelwanne wurde nach der
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Polymerisation des Gels in die Elektrophorese-Kammer gestellt, mit TBE-Puffer
bedeckt und der Kamm vorsichtig entfernt.

Jeweils 15ul des PCR-Produktes (cDNA) wurden mit anschlieRend mit je Syl
Loading Solution (Sigma) vermischt und in die Taschen des Gels pipettiert. In die
aullerste Tasche wurden 4pl eines Standard-GroRenmarkers (Invitrogen)
aufgetragen, was den Vergleich mit den gewonnenen PCR-Produkten ermdglicht,
die aufgrund ihrer spezifischen Primer in Lange und Sequenz genau definiert sind.
Die Elektrophorese erfolgte schlieRlich bei 100mA. Eine Sichtbarmachung von DNA-
Molekulen wurde durch den dem Gel zugegebenen Farbstoff Ethidiumbromid
moglich, das sich durch Interkalierung in die DNA einlagert. Die Banden konnten so

unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 254nm sichtbar gemacht werden.

3.6 Real time Tagman® PCR

Zum detaillierteren Nachweis der Anschaltung NFkB-nachgeordneter Gene wurde
die Transkription von IL8 noch zusatzlich durch die sogenannte Real time PCR unter
Zuhilfenahme der TagMan Technik (Rad et al. 2002) untersucht.

Die Tagman PCR ist eine hochsensitive Methode zur quantitativen cDNA- Analyse in
einer gegebenen Probe im Vergleich zu einem konstitutiv transkribierten Kontrollgen
(,house-keeping“ Gen) oder einer Standardreihe. Zugrunde liegt dieser Technik die
Messung der Fluoreszenz eines wahrend der Reaktion freiwerdenden Farbstoffes.
Nach jedem PCR-Zyklus wird die Menge an Fluoreszenzfarbstoff in der zu
untersuchenden Probe registriert und quantitativ ausgewertet. Bei der ,klassischen”
Tagman Technik wird zur Quantifizierung eine spezielle fluorogene Sonde (Probe)
eingesetzt. Sie besteht aus einem Oligonucleotid, dessen Enden mit Fluorphoren
markiert sind (meist Carboxyfluorescein (FAM) und Carboxytetramethylrhodamine
(TAMRA)). Die Sonde ist in ihrer Nucleotidsequenz spezifisch fur die zu
amplifizierende cDNA-Matrize. Wahrend der PCR hybridisiert sie deshalb zwischen
den beiden verwendeten Primern am Matrizenstrang. In der Extensionsphase trifft
die Tag-Polymerase nun auf die Sonde und beginnt sie zu verdrangen, wodurch die
5"—3’-Exonucleaseaktivitat der Polymerase aktiviert und die Sonde geschnitten
wird. Dies fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung eines der beiden Fluophore
(,Quenchen®), dessen Anteil im Vergleich zum nicht freigesetzten Fluorophor
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registriert und quantifiziert wird. Die Zunahme der Fluoreszenz ist zu jedem
Zeitpunkt der PCR direkt proportional zur Konzentration der amplifizierten
Zielsequenz.
Die Quantifizierung der cDNA kann entweder im Verhaltnis zu einer Standardreihe
oder relativ im Verhaltnis zur Expression eines ,house-keeping” Gens dargestellt
werden, wie im Abschnitt semiquantitative PCR bereits beschrieben. Die
Veranderung der Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe kann mit Hilfe des
7700 ABI PRISM Sequence Detektors Zyklus fur Zyklus erfasst werden. Die Primer
wurden von der Firma MWG- Biotech in lyophilisierter Form geliefert. Beim
Aufnehmen in sterilem Wasser wurde eine Primerkonzentration von 25pM erstellt.
Ebenfalls in lyophilisierter Form wurden die Sonden (Probes) von der Firma Perkin
Elmer (Weiterstadt) geliefert. Es wurde eine Probekonzentration von 10pM erstellt.
Die Probes wurden mit dem Reporterfarbstoff 6-Carboxyfluorescin am 5°-Ende,
sowie mit dem ,Quencher‘-Farbstoff 6-Carboxytetramethylrhodamin am 3’-Ende
versehen. Die Primer und Probes wurden so gewahlt, dass sie Exon-Intron-Grenzen
in der cDNA uUberspannen, oder dass sie an verschiedenen Exons zu liegen
kommen, um die Amplifikation genomischer DNA zu verhindern.
Folgende Primer und Probes wurden verwendet:
IL8-Fw: 5°-GCC AAC ACA GAA ATT ATT GTA AAG CTT-3"; IL8-Rv: 5 - AAT TCT
CAG CCC TCT TCA AAA ACT T-3’; Labeled Probe: 5-AGA GCT CTG TCT GGA
CCC CAA GGA AAA C-3
Folgender Ansatz wurde fur ein 30yl Reaktionsgemisch mit Universal Master Mix
(Perkin Elmer) angewandt:

* Universal MM: 15l

* HO steril: 8.2yl

* Primer 1 (1pmol/L): 0.6pl

* Primer 2 (1pmol/L): 0.6l

e Probe (0.32umol/L): 0.6ul

» cDNA: 5l
Von diesem wurden auf eine 96-well-Platte je 2 pl pro well gegeben. Alle PCRs
wurden doppelt durchgefuhrt, der Ablauf bestand aus folgenden Schritten:
1.Zyklus: Denaturierung: 95°C, 10min
2.-40.Zyklus: 95°C fur 15s (Denaturierung), 58°C fur 20s (Annealing) und 72°C fur

30s (Extension).
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3.7 Immunfluoreszenzfarbungen

3.7.1 Immunhistochemischer Nachweis von TLR2 und TLR4

Zum Nachweis der Expression von TLR2 und TLR4 auf Proteinebene diente die
Immunfluoreszenzfarbung. Hierfur wurden auf Objekttragern angezuchtete
Primarkeratinozyten mit Aceton (Merck) fixiert und fur 10min bei 4°C mit 2%
Paraformaldehyd inkubiert, danach 2mal mit PBS fur jeweils 3min gewaschen.
Daraufhin erfolgte die Inkubation mit 20ul des Primarantikorpers +PBS fur 60min bei
Raumtemperatur. Die polyklonalen Primarantikorper (Goat 1gG anti-TLR) wurden
von Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) bezogen. Diese wurden in
einer Verdunnung von 1:10 bzw. 1:50 eingesetzt. Nach der Inkubation wurden die
Zellen fur 3min mit PBS gewaschen. Anschlielend erfolgte die Zugabe des
Sekundarantikorpers (Rabbit 1gG anti-goat, konjugiert mit Fluorescin Isothiocyanat
(FITC), Sigma). Dieser wurde in einer Verdunnung von 1:50 eingesetzt und mit PBS
fur 30min auf die Zellen gegeben, danach wurde wiederum zweimal mit PBS
gewaschen. Als Isotypen-Kontrolle diente aufgereinigtes Goat-Serum (Sigma). Als
Positivkontrolle fur die Antikorperspezifitat und— sensitivitat dienten HEK293-Zellen,
die mit dem dominant exprimierenden Plasmid hTLR2 oder hTLR4 transfiziert
wurden (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von C.Kirschning, Institut far
Medizinische Mikrobiologie und Immunologie, TU Munchen), als Negativkontrolle
wurden untransfizierte HEK293-Zellen eingesetzt. Die Objekttrager wurden zum
Schluss mit Antioxidationsmittel (Glycerin, Merck) eingedeckt und zur weiteren

Verwendung bei 4°C aufbewabhrt.

3.7.2 Immunhistochemischer Nachweis von RelA

Hierbei wurde nach der von Song beschriebenen Methode (Song et al. 2002) die
Translokation von RelA (entspricht der zytoplasmatischen Untereinheit von NFkB,
p65) in den Zellkern nachgewiesen. Der hierfur verwendete anti—-p65 Antikorper
(Rabbit anti-Human) stammt von der Firma Rockland (Gilbertsville, PA, USA), der
daran bindende FITC-konjugierte Zweitantikorper (Goat anti-Rabbit) von Sigma. Die
Zellen wurden wiederum auf Objekttragern angezichtet und mit Medium
(Negativkontrolle), TNFa (50ng/pl)/Il 113 (50ng/ul) (Positivkontrolle) und mit S.aureus,
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Stamm 8325-4 fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert und danach 2x mit PBS gewaschen.
Die Objekttrager wurden nach dem Trocknen entweder mit kaltem Aceton/Ethanol
(1:2), oder mit Paraformaldehyd (3.7% in PBS) fixiert. Die Zellen wurden
anschlie3end mit 0.2%Triton/10%FCS in PBS fur 20min bei RT permeabilisiert.

Vom anti-p65 Antikorper wurden 25ul in einer Verdunnung von 1:200 auf die Zellen
gegeben und fur 90min bei RT inkubiert, danach wurde fur 10min mit PBS
gewaschen. Anschlielend wurden 25ul vom Zweitantikorper in einer Verdunnung
von 1:50 auf die Zellen gegeben und fur 60 min bei RT inkubiert. Nach erneutem 10-
minutigem Waschen mit PBS wurden die Objekttrager ebenfalls mit Glycerin
eingedeckt und bei 4°C zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.8 Verwendete Bakterien (Staphylococcus aureus)

3.8.1 Stamme, Anziuchtung, Mitomycin-Behandlung

Es wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich die beiden Stamme Newman und 8325-4
verwendet. Bei diesen handelt es sich um S.aureus-Stamme, die standardmafdig im
Labor Verwendung finden, wie bereits in friheren Arbeiten beschrieben (Mempel et
al. 1998), (Mempel et al. 2002). Von beiden Stammen wurde jeweils auch eine
adharenzinaktivierte Variante (,fibronectin binding proteinA/B negative®, FnbpA’/B")
eingesetzt (Greene et al. 1995). Die Stamme wurden freundlicherweise von Prof.
T.Foster, Department of Microbiology, Moyne Institute of Preventive Medicine, Trinity
College, Dublin, Irland, zur Verfugung gestellt.
Von auf Agarplatten (Lagerung bei 4°C) gewachsenen Bakterienkulturen wurde
jeweils eine Kolonie mit einer sterilen Ose entnommen, in 10ml ,tryptic soy broth“-
(TSB-)Nahrmedium (Fluka, Heidelberg) gegeben und Uber Nacht bei 37°C
geschuttelt.
Agarplatten:

» 159/l Agar vor dem Autoklavieren zugeben

» Abkuhlen (auf ca. 50°C) lassen und Antibiotika zugeben

* (50pg/ml Ampicillin oder 25ug/ml Kanamycin)

* harten lassen und umgedreht bei 4°C im Dunklen lagern.
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Nach 24h wurde bei 3000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge 4K15, Sigma), und 1x mit
PBS gewaschen, der Uberstand an N&hrmedium wurde verworfen. Um eine
konstante Bakterienzahl zu erhalten, wurde zu den Staphylokokken 60ul Mitomycin
C (30pg/ml, Sigma) gegeben, aulRerdem 2 ml PBS. Es erfolgte eine Inkubation im
Bakterienschuttler (Stuart Scientific orbital incubator Sl 50) unter leichtem Schutteln
bei 37C° fur 1h. Wie beschrieben wurde (Tokura et al. 1997), wird durch die
Behandlung mit Mitomycin zwar die Bakterienreplikation gehemmt, nicht aber die
Produktion von Virulenzfaktoren. Anschlielfend wurde 3x mit PBS gewaschen,
jeweils far 10min bei 3000 U/min) zentrifugiert und das Bakterienpellet in 2ml PBS
aufgenommen. Es wurde nun eine Bakterienstocklosung erstellt, indem diese
solange mit PBS verdunnt wurden, bis im Photometer (Biofuge pico, Hereus) bei
570nm ein optische Dichte von 0.4 gemessen wurde (ODszo 0.4), was 10%CFU/m
entspricht. Von dieser Stocklésung wurden 25ul in 1ml SFM-Medium verdunnt auf
die Keratinozyten gegeben, um diese zu stimulieren.

3.8.2 Koinkubation von Keratinozyten mit Staphylococcus aureus

Die mit MitomycinC vorbehandelten und auf eine Konzentration von 10°%CFU/m
verdunnten Staphylokokken wurden in antibiotikafreiem SFM-Medium (25ml
Stocklésung auf 1ml SFM-Medium) auf die Keratinozyten gegeben, es erfolgte eine
Inkubation fur 24h.

Fruhere Experimente zeigten, dass eine ,, multiplicity of infections” (MOI) von 10-50
die besten Resultate in der Aktivierung von Keratinozyten unter gleichzeitiger
Vermeidung eines Zelltodes ergab (Mempel et al. 2002).

3.9 Stimulantien

Fir fast alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche wurden die Keratinozyten zu
Beginn 24h lang mit diversen Stimuli inkubiert. Soweit nicht anders vermerkt, wurden
diese in den folgenden Konzentrationen verwendet:

* humanes TNFa, rekombinant, Endkonzentration 1ug/ml in PBS (Sigma)

* IL1B, Endkonzentration 1pg/ml in PBS (PeproTech, Frankfurt)
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 LTA aus S.aureus, Endkonzentration 100ug/ml in PBS und LPS aus E.coli,
Endkonzentration 1ug/ml in PBS (Sigma)
* PGN aus S.aureus, Endkonzentration 100pg/ml in PBS (Fluka)

3.10 Radioaktiv markierter NFKB Nuclear Gel Shift

Mit diesem Versuch wurde ein weiterer Nachweis der NFkB-Aktivierung erbracht. Zu
Beginn wurden die Keratinozyten in Petri-Schalen angezuchtet bis zu einer
Konfluenz von ca. 5x10° Zellen pro Schale. AnschlieRend erfolgte die Stimulation fiir
90min mit:

* TNFa, IL113, 50ng/ml

* S.aureuSievend (100pl) (PBS statt Medium)

» S.aureustitzeinaktiviert (900pl)

* PGN (100pg/ml)

e LTA (100ug/ml)

* Medium (unstimulierte Kontrolle )
Jedes Stimulationsreagenz wurde in 10ml Medium pro Schale auf die Zellen
gegeben. Nach der Inkubation wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, 5ml
frisches PBS auf die Zellen gegeben, und diese anschlieRend mit dem Zellschaber
abgekratzt. Das Material wurde dann in Falcon-Rohrchen uberfuhrt, mit PBS auf
15ml aufgefullt und bei 2000U/min fur 15min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
PBS-Uberstand abgesaugt, das verbleibende Pellet erneut in 1ml PBS
aufgenommen, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® dberfuhrt und wiederum bei
2000U/minfur 10min zentrifugiert. Die so gewonnenen Kernextrakte wurden
getrocknet und bei -70C° eingefroren.
Die folgenden Arbeitsschritte des Nuclear Gel Shifts wurden freundlicherweise vom
Institut fur Klinische Chemie am Klinikum Grof3hadern, Minchen, durchgefuhrt, die
Methode wurde in Arbeiten von Brand und Mackman beschrieben (Brand et al.
1997) (Mackman 2000). In Anwesenheit von [0-*?P]dCTP (DuPont) und
Desoxynucleosidtriphosohaten (Boehringer, Mannheim) wurde die verwendete
Probe (5-CCA GAG GGA CTT TCC GAG A-3") durch das Anheften
komplementarer Primer radioaktiv markiert, die Extension erfolgte durch eine DNA-
Polymerase  (Boehringer, Mannheim) Die Kernextrakte (5ug Protein,
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Proteinkonzentrationen wurden mit der Bradford Methode von BioRad bestimmt)
wurden mit den radioaktiv markierten DNA-Probes fur 30min bei Raumtempeatur in
20yl eines Bindungspuffers (20mmol/L TrisHCI, pH7.9; 50mmol/L KCI; 1mmol/L
Dithiothreitol; 0.5mmol/L EDTA; 5%Glycerol; 1mg/ml BSA; 0.2%NP-40; 50ng poly
(dI-dC)/ul) inkubuiert. Die Proben wurden anschlieend auf nichtdenaturierten 4%
oder 6%Polyacrylamid-Gelen bei 125Volt in 0.25xTBE-Puffer (10x89mmol/L Tris
boric acid; 20mmol/L EDTA, pH 8.0) laufen gelassen.

Als Positivkontrolle wurden Kernextrakte von mit LPS stimulierten THP-1-Zellen
verwendet. Zur zusatzlichen Kontrolle wurden die Proben mit einem Uberschuss
(10x, 100x) von nichtmarkiertem kB-Oligonukleotid inkubiert, um die Bindung der
radioaktiv markierten Oligonukleotide an Kernproteine zu verhindern.

Die Gele wurden getrocknet und mittels Autoradiographie analysiert.

3.11 Transiente Transfektion mit NFKB Luciferase Reporter Plasmid

Um einen weiteren quantitativen Nachweis der NFkB-Translokation zu erbringen,
wurde in der vorliegenden Arbeit die transiente Transfektion von Primarkeratinozyten
mit einem NFkB Luciferase Reporter Plasmid etabliert.

Hierzu wurden im Vorfeld eine Reihe von Transfektionsansatzen mit verschiedenen
Transfektionreagentien evaluiert, z.B. die kationischen Lipide LipofectAMINE™2000
Reagent (Invitrogen), CELLFECTIN®Reagent (Invitrogen), oder FUGENE® (Roche)
Auch die haufig fur die Transfektion von 293-Zellen eingesetzten Reagentien Ca-
BES (Merck) und HEPES (Merck) wurden getestet, sowie chemisch inaktivierte
Adenoviren (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr.Chr.Plank, Institut far
experimentelle Onkologie und Therapieforschung, TU Munchen). All diese Methoden
erbrachten jedoch eine entweder sehr niedrige, oder nicht zuverlassig
reproduzierbare Transfektionsrate. Auch hatten gewisse Transfektionsreagentien,
wie z.B. Ca-BES eine toxische Wirkung auf die zu transfizierenden Keratinozyten,
auch wenn lediglich sehr niedrige Konzentrationen angewendet wurden. Zur
Transfektionsverstarkung wurde aul3erdem die von Plank und Scherer entwickelte
Methode der Magnetofektion (Plank et al. 2003), (Scherer et al. 2002) angewendet,
welche in unseren Experimenten jedoch ebenfalls zu keiner relevant erhohten

Transfektionsrate fuhrte. Am zuverlassigsten, was Transfektionsrate sowie geringe
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Toxizitat betrifft, zeigte sich im Endeffekt das kationische Lipid DMRIE-C
(Invitrogen). Alle Transfektionsexperimente in dieser Arbeit wurden deshalb mit
diesem Transfektionreagenz durchgefuhrt.

Das NFkB Luciferase Reporter Plasmid (pNFkB-Luc) (Abb.2) wurde von der Firma
Clontech (Pablo, Alto, Ca, USA) in einer Menge von 20ug und einer Konzentration
von 0.5ug/ul erworben. Es wurde in 1ml PBS aufgenommen und so eine
Stocklosung von 20ug/ml erstellt. Das Plasmid besitzt ein k-Enhancer Element, an
das der Transkriptionsfaktor NFKB nach seiner Aktivierung und Translokation bindet.
Die Aktivierung erfolgt z.B. durch die Zugabe proinflammatorischer Zytokine, wie
TNFa oder IL1R, zum Transfektionssystem und initiert die Transkription des
Luciferase-Reporter-Gens. Die Messung der Luciferase-Aktivitat dient also als Mal}
fur die Aktivierung des NFkB-pathway. Vor der Transfektion in Primarkeratinozyten
erfolgte eine Optimierung der einzusetzenden Plasmid-DNA-Menge durch
Transfektion des Plasmides in 293HEK-Zellen (freundlicherweise zur Verfugung
gestellt von Dr.M.Gerhard, Il.Med.Klinik, Abteilung fir Gastroenterologie, TU
Munchen). In diesem Dosis-Findungsversuch zeigte sich eine DNA-Menge von
1ug/ml SFM-Medium als am effektivsten fur die Luciferase-Aktivierung. In den darauf
folgenden Experimenten mit Primarkeratinozyten zeigte sich jedoch bei einer DNA-
Menge von 1.5ugDNA die effektivste Aktivierung der Luciferase, somit wurden, wenn

nicht anders vermerkt 1.5ugPlasmid-DNA eingesetzt.

it iferase, e
SEAP,
o dZECGEP

pNF-xB-Reporter

Abbildung 2. Plasmid mit NFKB Response Element. Nach Aktivierung, z.B durch Zytokine, bindet
endogenens NFKB an das kj-Enhancer Element und es kommt zur Aktivierung des Luciferase-
Reporter-Genes. Durch die Messung der Luciferase-Aktivitdt kann anschiefend ein quantitativer
Nachweis der NFkB-Translokation erfolgen.
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3.11.1 Plasmidpraparation

Die Klonierung des NFkB-Luciferase Reporter Plasmids erfolgte mit Hilfe des TOPO
TA Cloning®-Kits von Invitrogen (Gibco). Das Plasmid wurde in kompetente E.coli-
Bakterien transformiert und durch Anzucht der Bakterien multipliziert. Es wurde nach
vom Hersteller empfohlener Methode vorgegangen:

Die zu vermehrende DNA wurde in einer Konzentration von 20-50ng/pl eingesetzt.
Das vom Hersteller gelieferte Tube mit kompetenten E.coli-Bakterien (One Shot®-
cells), wurde auf Eis aufgetaut, anschlie®Bend wurden 2ul pNFkB-Luc Plasmid
(entspricht 40ng/ul DNA), hinzu gegeben, vorsichtig per Hand gemixt, und fur 30min
auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Hitzeschock der Bakterien bei 42°C fur
45sec, wiederum gefolgt von einer Inkubation auf Eis fur 2min. Wahrend des
Hitzeschocks wird die Bakterienwand kurzzeitig fur bestimmte Molekule permeabel
und das Bakterium ist so zur Aufnahme des Plasmids befahigt.

Anzucht der E.coli- Bakterien:

Nach dem Hitzeschock wurde das Tube unmittelbar wieder auf Eis gegeben und es
wurden 250ul Luria-Bertani-(LB-)Medium (RT) hinzu gegeben. Daraufhin erfolgte
eine Inkubation im Bakterienschuttler (Thermoshake, C.Gerhardt, Konigswinter) fur
1h bei 37°C unter leichtem Schutteln.

LB-Medium:

Bei der Herstellung von LB-Medium wurden 2g Bacto®-Tryptone (Promega,
Mannheim), 0.5g Bacto®- Yeast- Extract (Promega), 1ml NaCl (Promega) und
0.25ml KCI (Promega) vermischt und anschliefend autoklaviert. Nach Abkuhlung auf
RT wurden je 1ml Glucose (Promega) und Mg®*-Stocklésung (Promega, 2MMg?**-
Stock: MgCl,,1M; Mg SO4,1M) hinzu gegeben. Das Medium wurde dann durch eine
0.2um Filtereinheit filtriert und der pH-Wert mittels NaOH-Titration auf 7.0 eingestellt.
Nach der Inkubation wurden 150ul der Losung auf eine mit Ampicillin (50ug/ml)
vorbereitete Agarplatte ausgestrichen und diese Uber Nacht bei 37°C im
Bakterienschattler/Brutschrank inkubiert.

Da das pNFkB-Luc Plasmid ein Ampicillin-Resistenz-Gen enthalt, wachsen nur
erfolgreich transformierte Bakterien auf den Selektivnahrboden. Nach der Inkubation
wurde mit einer sterilen Ose eine der gewachsenen Bakterienkolonien von der Platte

entnommen, in 100ml LB-Medium+Ampicillin (100ug/ml) suspendiert und uber Nacht
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bei 37°C im Bakterienschuttler (Thermoshake, Gerhardt) unter kraftigem Schutteln
inkubiert.

Um fur weitere Plasmidisolationen zur Verfugung zu stehen, wurden aus den
restlichen Bakterienkolonien sog. ,Gly-Stocks” gemacht, die Kolonien wurden dabei
in je 1ml Brucella-Medium (enthalt 20%Glycerin, 10% FCS, von Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, England)) in Eppendorf-Reaktionsgefalle suspendiert und bei -80°C
tiefgefroren.

Die Plasmidisolation erfolgte mit Hilfe des QIAfilter Maxi Kits (Quiagen, Hilden). Es
wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren. Die in LB-Medium
angezuchteten E.coli-Kulturen wurden im ersten Schritt zentrifugiert (6000g, 15min,
4°C; Hettich, Rotanta) der Uberstand dekantiert und das Bakterienpellet mit 10mi
PufferP1 resuspendiert. AnschlieRend erfolgte die alkalische Lyse der Bakterien
gemaly der Beschreibung von Birnboim und Doly (Birnboim and Doly 1979),
(Birnboim 1983). Hierzu wurden 10ml PufferP2 (Lysispuffer) zur obigen LOsung
gegeben. Die Losung wurde dann vorsichtig geschuttelt, bis sie viskds und klar war.
Nach Zugabe von 10ml gekihltem PufferP3 wurde das Reaktionsgefal} sofort einige
Male gedreht, die Losung nimmt nun ein tribes Aussehen an. Die LOosung wurde nun
in einem sog. ,QlAfilter Cartridge“- Gefald fur 10min inkubiert und anschlieffiend mit
Hilfe eines sog. ,plungers® auf eine Saule (QIAGEN-tip) aufgetragen. Hierbei wird
entsprechend der Beschreibung von Vogelstein und Gillespie (Vogelstein and
Gillespie 1979) die DNA in der Membran der Saule gebunden. Die in einem
Sammelrohrchen aufgefangene Flussigkeit wurde verworfen. AnschlieRend erfolgte
das zweimalige Waschen der Saule und somit der DNA mit je 30ml PufferQC.
Zuletzt wurde die DNA aus der Saulenmembran eluiert, indem 15ml PufferQF auf die
Saule aufgetragen wurden. Das Eluat wurde aufgefangen und zur Prazipitation der
DNA 10.5ml 0.7-%iges Ispropanol (RT) hinzugefugt. Anschlie®Bend wurde bei
15.000g bei 4°C fir 30min zentrifugiert, der Uberstand wurde abgegossen.

Das verbleibende DNA-Pellet wurde mit 5ml 70-%igem Ethanol (RT) gewaschen und
wiederum bei 15.000g bei 4°C fur 10min zentrifugiert (Hettich, Rotanta), der
Uberstand wurde abgegossen. Das DNA-Pellet wurde fir 5-10min luftgetrocknet und
die DNA anschlieRend in einem Eppendorftube in 1ml sterilem H,O aufgenommen.
Die Messung der Plasmid-DNA-Konzentration erfolgte photometrisch (Eppendorf
Biophotometer), bis zur Weiterverwendung erfolgte die Aufbewahrung bei -20°C.
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Eine quantitative Analyse der Plasmid-DNA erfolgte durch Analyse von Aliquots in
0.7-%igem Agarose-Gel.

3.11.2 Transfektionsansatz, Kontrollplasmid

Es wurde in der vorliegenden Arbeit die transiente Transfektion von
Primarkeratinozyten mit einem NFkB-Luciferase-Reporterplasmid etabliert. Die
anschlieBende Messung der Luciferase-Aktivitat diente als ,read-out® fur die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB nach Stimulierung der Keratinozyten. Als
Transfektionsreagenz diente das kationische Lipid DMRIE-C, welches von der Firma
Invitrogen bezogen wurde. Das Reagenz verbindet sich mit der zu transfizierenden
DNA zu einem Lipid-DNA-Komplex und ermdglicht so die Aufnahme der DNA in die
Zelle. Fur die Transfektionsversuche wurden die Keratinozyten in 6-Loch Platten
angezuchtet, bis sie etwa 70% Konfluenz erreicht hatten.
Es wurde folgender Transfektionsansatz (beschrieben fur eine 6-Loch-Platte), nach
den Anweisungen des Herstellers, erstellt:

* Solution A: 3ml SFM-Keratinozytenmedium (serumfrei) +9ug Plasmid-DNA

(bei einer DNA-Konz. von z.B. 210ug/ml also 42.8ul)
* Solution B: 3ml SFM-Keratinozytenmedium (serumfrei) +45ul DMRIE-C
Reagenz (entspr. SuIDMRIE/ug DNA)

Die beiden Losungen wurden gemischt und far 30min bei RT inkubiert (in dieser Zeit
bilden sich die DNA-Lipid-Komplexe). Anschliel3end wurde pro Vertiefung 1ml dieses
Ansatzes auf die Zellen gegeben und bei 37°C fur 24h inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit TNFa/IL1} (je 50ng/ml; Positivkontrolle),
PGN (10pg/ml), LTA (10pg/ml), S.aureus, Stamm 8325-4 und Stamm Newman
(Mitomycin-inaktiviert), =~ auferdem von beiden Stammen jeweils die
adharenzinaktivierte Variante (FnbpA’/B"). Die Zellen wurden nach der Stimulation
fur 24h bei 37°C inkubiert.
Die Transfektionseffizienz des Systems wurde durch parallele Transfektion der
Keratinozyten mit einem konstitutiv ,green fluorescent protein®“-(GFP-)
exprimierenden Kontrollplasmid Uberpruft (freundlicherweise zur Verfugung gestellt
von Dr.M.Braun-Falco, Klinik und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie am
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Biederstein, TU Munchen). Es wurden jeweils 0.5-1.5pg GFP-Plasmid-DNA
eingesetzt und nach dem oben beschriebenen Transfektionsansatz verfahren.

3.11.3 Luciferase-Messung als Nachweis fur die NFKB-Aktivierung

Nach 24-stundiger Inkubation der transfizierten und stimulierten Keratinozyten wurde
der Uberstand abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend
wurde pro Vertiefung 1 ml Lysepuffer hinzugegeben und die Zellen damit ca. 15min
inkubiert, dazwischen wurde einige Male mit der Pipette gemischt. Der Lysepuffer
bewirkt ein Ablosen der Zellen vom Boden, sowie eine Zerstorung der Zellmembran.
Lyse-Puffer:

*  1MTris pH7.8

*  10% Triton (Fluka)
Far 250ml Lyse-Puffer wurden 2.5ml Triton und 62.5ml Tris pH7.8
zusammenpipettiert und mit destilliertem H,O aufgefulit.
Anschlielend wurden noch verbleibende Zellen mit dem Zellschaber vom
Kulturschalenboden abgekratzt und ein wiederum mit der Pipette gemischt. Je 50ul
dieses Zellysates wurden nun von jeder der 6 Vertiefungen auf einer speziellen 96-
Loch Mikrotiterplatte (Microplate, Scintillation & Luminescence Counter, Top Count)
transferiert und mit je 100ul Luciferase-Puffer (Invitrogen) bedeckt. Im Anschluss
folgte die Quantifizierung durch Messung der Luciferase-Aktivitat im entsprechenden
Luminometer (Top Count, Canberra-Packard GmbH, Dreieich). Die Effizienz des
Messgerates wurde zuvor durch Messen einer Luciferase-Standard-
Verdunnungsreihe (Roche) Uberpruift, der Proteingehalt der Zellen durch Anwendung
des Bradford Assay (BioRad).

3.12 Inhibitionsversuche

3.12.1Blockade von TLR 2 und TLR4

In den im Folgenden beschriebenen Inhibitionsversuchen sollte abschlielfend der

Nachweis erbracht werden, dass die Translokation von NFkB in Primarkeratinozyten
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nach Stimulation mit S.aureus auch tatsachlich Gber Toll-like-Rezeptoren erfolgt.
Dies geschah ebenfalls mittels transienter Transfektion von Primarkeratinozyten,
unter Zugabe von monoklonalen Antikorpern gegen TLR2 und TLR4 und
anschlieBender Luciferase-Aktivitatsmessung. Die Antikorper wurden von Biocarta
(Hamburg) bezogen, Klon HTA125 (anti-TLR4) und Klon TL2.1 (anti-TLR2). Die
Antikorper wurden in einer Konzentration von 10ug/ml Medium eingesetzt. Es wurde
der oben beschriebene Transfektionsansatz verwendet, nach 24-stundiger
Inkubation erfolgte dann die Antikorperzugabe, nach weiterer 60-minutiger
Inkubation erfolgte, wie oben beschrieben, die Stimulation der Keratinozyten mit
S.aureus, dazwischen wurde jeweils mit PBS gewaschen. Anschlielend wurde die
Effizienz der Blockierung des NFkB-Signalweges in der Luciferase-

Aktivitatsmessung dargestellt.

3.12.2Blockade von PAFR

Da auf Bronchialepithelzellen eine Translokation von NFkB durch S.aureus und
seine Bestandteile uber den ,platelet activating factor receptor” (PAFR) beschrieben
wurde (Lemjabbar and Basbaum 2002), wurde auf’erdem die Relevanz dieses
Pathways in Primarkeratinozyten durch spezifische Inhibition von PAFR mit seinem
Rezeptorantagonisten CV-3988 untersucht. CV-3988 wurde von der Firma Biomol
Research Laboratories (Plymouth Meeting, Pennsylvania, USA) bezogen und in
einer Konzentration von 10ug/ml SFM-Medium eingesetzt. Es wurde ebenfalls der
oben beschriebene Transfektionsansatz verwendet, die Zugabe des
Rezeptorantagonisten erfolgte ebenfalls 1h vor Stimulation der transfizierten
Keratinozyten mit S.aureus. Abschlielfend wurde wiederum als ,read-out® die
Luciferase-Aktivitatsmessung durchgefuhrt.



39

3.13 Nachweis NFkB-kontrollierter Gene auf Proteinebene

3.13.1 GRIESS-Reaktion

Mit dieser Reaktion wird die Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion aus Arginin
gemessen. Das fur diese Reaktion verantwortliche Enzym ist die induzierbare
Nitritoxidsynthetase (iINOS), welche wie die Cyclooxygenase-2 (COX-2) und IL8 zu
den proinflammatorischen, NFkB-kontrollierten Genen gehort. Die Keratinozyten
wurden fur diesen Versuch in 12-Loch-Platten ausgesat und wie folgt stimuliert:

* TNFa, IL1R, je 50ng/ml

 LTA, PGN: je 10ug/ml

» S.aureus 8325-4 epend: 200l

» S.aureus 8325-4 niinaktiviert: 200pl

* Medium (unstimulierte Kontrolle)
Die Zellen wurden fur 48h inkubiert.
Zum von Sigma bezogenen GRIESS-Reagent wurde 250ml NO,-freies Wasser
gegeben und fur 5min gemischt. AnschlieRend wurden je 1ml Zellkulturiberstand mit
1ml vorbereitetem GRIESS-Reagent (40mg/ml) vermischt, fur 15 min inkubiert und

die NO-Produktion dann im Photometer bei 540nm gemessen.

3.13.2IL8-ELISA

Neben dem Nachweis der vermehrten Transkription durch Real Time Tagman® PCR
erfolgte die Proteinquantifizierung von IL8 durch die ,enzyme linked immuno sorbent
assay-,(ELISA-)Technik (R&D Wiesbaden).

Der humane IL8-ELISA beruht auf dem Prinzip der Festphasen—Sandwichtechnik.
Ein gegen die zu testende Substanz gerichteter Antikorper (,capture-antibody®) wird
mit seinem Fc-Teil an die Kunststoffoberflache der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
(Festphase) gekoppelt. Nach Zugabe der Proben wird vorhandenes IL8 durch den
spezifischen Antikorper gebunden. Ein zweiter, enzymmarkierter Peroxidase-
Antikorper (,detection-antibody“) bindet an das am Erstantikorper fixierte Antigen
(Sandwich). Mit Hilfe eines Peroxidase-Enzymkomplexes entsteht in einer
enzymatischen Reaktion ein Farbstoff, dessen Quantitat direkt proportional zur
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Konzentration des gesuchten IL8 ist. Fur diesen Versuch wurden die
Primarkeratinozyten in 96-Loch-Platten angezuchtet und nach Stimulation mit
TNFa/IL13, LTA, PGN, bzw. S.aureus Stamm 8325-4 in den Ublichen
Konzentrationen fur 24h in 150ul Volumen inkubiert. Dieser Zellkulturiberstand
wurde nach den 24h abgenommen, als Proben im ELISA wurden davon unverdiunnt
jeweils 50yl eingesetzt.
Reagenzien:

» Capture: a—Human IL8 (R&D); Endkonzentration 400pg/ml in PBS

» Standard: Human IL8, rekombinant (R&D); Endkonzentration 10pg/ml in PBS

» Detektion: a-Human IL8, biotinyliert (R&D); Endkonzentration 40pg/ml in

TRIS-Lsg. (20mM Tris-OH, 150 mM NaCl phH7.3), 0.1%BSA
» Peroxidase: ExtraAvidin Peroxidase-Konjugat (Sigma)
* Substrat: Sigma Fast™ o-Phenylenediamine Dihydrochlorid Tablet Set
(Sigma)

*  H2So4 (Merck)

* Waschlésung: Trizma pH7.4 (Sigma), 0.1%Tween (Sigma)
Den Anweisungen des Herstellers folgend wurde folgendes Arbeitsprotokoll, verkurzt
dargestellt, angewandt:
Zunachst wurde der ,capture“-Antikorper (2ug/ml in PBS final) in die 96-Loch-
Mikrotiterplatte gegeben, Uber Nacht erfolgte bei 4°C die Kopplung (,coating®) an die
Platte. Nach einem Waschschritt im ELISA-Wascher (Tecam Columbus) wurde mit
200ul 10%FCS in PBS fur 30min bei RT geblockt. Nach erneutem Waschen wurden
50ul der Proben (Zellkulturiberstande) in den gewlnschten Verdinnungen
aufgetragen und 2 h bei RT inkubiert, danach wiederum gewaschen. Anschliel3end
wurde die Detektionslosung (40ng/ml in PBS final) hinzu gegeben und fur 1h bei RT
inkubiert, gefolgt von einem erneuten Waschschritt. Die letzten Schritte bestanden in
der Zugabe von ExtraAvidin Peroxidase (Verd. 1:1000 in PBS), sowie des
Substrates (OPD Puffertablette gold, OPD Tablette silber). Bei RT wurde im Dunkeln
inkubiert, bis ein Farbumschlag nach gelb zu sehen war, dann die Reaktion mit
H.SOsabgestoppt und anschlieBend die Proben im Elisareader (Dynatech
Laboratories, MRX 1.2) bei 490nm gegen 650nm vermessen.



41

4. Ergebnisse

41 Nachweis der konstitutiven TLR-Expression in humanen
Primarkeratinozyten

4.1.1 TLR-RNA-Expression in humanen Primarkeratinozyten

Der Nachweis der konstitutiven TLR-Expression erfolgte zunachst durch das
Verfahren der RT-PCR. Durch Verwendung spezifischer Primer wurde die
konstitutive Expression von TLR1-10 wuntersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung zeigten eine deutliche Expression von TLR1, TLR2, TLR3, und TLRS,
sowie eine schwachere Expression von TLR 9. Keine nachweisbare Expression fand
sich fur TLR4, TLR6, TLR7 und TLR8. Obwohl unerwartet, wurde die fehlende
Expression von TLR4 in unstimulierten Primarkeratinozyten bereits in an anderer
Stelle beschrieben (Kawai et al. 2002). Die Experimente wurden jeweils an
Primarkeratinozyten von 10 verschiedenen Spendern durchgefuhrt und brachten
wiederholt die gleichen Ergebnisse (Abb.3). Zur Kontrolle der Sensitivitat und
Spezifitat der Primer wurden als Positivkontrolle mit LPS (10 pg/ ml) stimulierte
periphere mononukleare Blutzellen verwendet, als Negativkontrolle derselbe

Reaktionsansatz unter Weglassen des Reaktionsschritts der reversen Transkription.
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Abbildung 3. RT-PCR zum Nachweis der konstitutiven Transkription von TLR1-10 auf
Primérkeratinozyten. Die Ergebnisse zeigten wiederholt eine hohe Expression von TLR1, TLR2,
TLR3 und TLR5, sowie eine schwache Expression von TLR9. Keine Expression fand sich dagegen
fur TLR4. Die Experimente wurden mit Proben von 10 verschiedenen Spendern durchgefiihrt und
fihrten stets zu ahnlichen Ergebnissen. (M: Langenmarker; 1-10: TLR1-10, 11: GAPDH) (A). Zur
Kontrolle von Primersensitivitdt und -spezifitdt wurden als Positivkontrolle mit LPS (10ug/ml)
stimulierte periphere mononukleare Blutzellen verwendet (B), sowie als Negativkontrolle derselbe
Reaktionsansatz unter Weglassen der Reversen Transkriptase (C).

4.1.2 Immunhistochemische Farbung von humanen Primarkeratinozyten

Mit der anschliel3end durchgefuhrten immunhistochemischen Farbung sollte speziell
die Expression von TLR2 und TLR4 auf Primarkeratinozyten uberpruft werden.

Hierzu wurden die Zellen auf Objekttragern bis zur vollstandigen Konfluenz
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angezuchtet und anschlielfend mit dem polyklonalen Primarantikorper, gefolgt vom
FITC-konjugierten Sekundarantikorper gefarbt.

In der Immunfluoreszenz zeigte sich ein positives Farbeergebnis fur anti-TLR2,
wohingegen die Farbung mit anti-TLR4 praktisch keinen Unterschied im Vergleich
zur Isotypen-Kontrolle (aufgereinigtes Goat-Serum) zeigte

Zum Nachweis des spezifischen Farbemusters der verwendeten Antikorper setzten
wir mit TLR-Expressionsplasmiden transfizierte (hTLR2 und hTLR4), sowie
untransfizierte HEK293-Zellen ein (Abb.4).

Die Ergebnisse aus diesem Versuch deckten sich somit mit den zuvor erhaltenen

aus den PCR-Experimenten.

A B C
Anti-TLR2

D E F

Anti-TLR4
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Kontrolle

Abbildung 4. Immunfluoreszenzfarbung fiir TLR2 und TLR4 auf Primérkeratinozyten. Die Zellen
wurden bis zur Konfluenz auf Objekttragern angeziichtet und mit einem polyklonalen
Primarantikdrper, gefolgt vom FITC- konjugierten Sekundarantikdrper gefarbt. Die Keratinozyten
zeigten eine deutliche Expression von TLR2 (A), nicht aber von TLR4 (D). Zur Kontrolle des
spezifischen Farbemusters der verwendeten Antikdrper wurden mit TLR-Expressionsplasmiden
transfizierte (hTLR2, B), (hTLR4, E), sowie untransfizierte (C, F) HEK293-Zellen eingesetzt. Als
Negativkontrolle diente aufgereinigtes Goat-Serum (G) (Abb.3).

4.2 Nachweis der NFkB-Translokation nach Stimulierung mit
Staphylococcus aureus
4.2.1 Radioaktiv markierter NFKB Nuclear Extract Gel Shift

Im Folgenden wurde die Translokation des Transkriptionsfaktors NFkB in
Keratinozyten nach Stimulierung mit S.aureus untersucht. Hierfir wurden die
Keratinozyten in Petri-Schalen bis zur vollstindigen Konfluenz angeziichtet (10°
Zellen) und jeweils mit 10° Staphylokokken (Stamm 8325-4)/ml SFM-Medium, den
Zytokinen IL113 und TNFa (jeweils 50ng/ml Medium), oder ausschlieRlich mit SFM-
Medium fur 2h inkubiert. Aus den anschlieRend mit dem Zellschaber abgeschabten
Zellen wurden Kernextrakte gewonnen und mit diesen die Gel Shift Analyse
durchgefuhrt.

Es zeigten sich deutlich positive Banden fur NFKB nach Stimulation mit S.aureus
(Abb.5, Spalte 3), sowie nach Stimulation mit IL1R oder TNFa (Spalte 2), die hierbei
als Positivkontrolle verwendet wurden. Die Inkubation der Zellen ausschlieRlich mit
SFM-Medium diente als Negativkontrolle und erbrachte keine positiven Banden
(Spalte 4). Als Positivkontrolle fur die NFkB-Translokation dienten Monozyten (sog.
THP-1-Zellen), die mit LPS stimuliert wurden (Spalte 1).
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Abbildung 5. Nuclear Extract Gel Shift fiir NFKB. Priméarkeratinozyten wurden bis zur vollstandigen
Konfluenz in Petri-Schalen angeziichtet (jew.10° Zellen) und mit TNFa (50ng/ml)/ IL1R (50ng/ml)
(Spalte 2), S.aureus, Stamm 8325-4 (Spalte 3) und Medium (Spalte 4) flr 2h inkubiert. Nach
Abschaben der Zellen vom Kulturschalenboden wurden Kernextrakte gewonnen und die Nuclear Gel
Shift Analyse wie im Material-und Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten
LPS-stimulierte THP-1-Zellen (Spalte 1). Mit diesem Experiment konnte eine deutliche Translokation
von NFKB in mit Zytokinen sowie mit S.aureus stimulierten Keratinozyten gezeigt werden, wahrend
die nur mit Medium stimulierten Kontrollzellen keine NFKB-Translokation zeigten.

4.2.2 Immunhistochemische Farbung mit RelA-Antikorpern (NFkappaB-
Untereinheit p 65)

Hierbei wurde spezifisch die Translokation der zytoplasmatischen Untereinheit von
NFkB (p65 oder RelA) in den Zellkern nach der von Song beschriebenen Methode
(Song et al. 2002) nachgewiesen.

Fir diesen Versuch wurden die auf Objekttragern angezuchteten Keratinozyten mit
SFM-Medium als Negativkontrolle, IL1R3 und TNFa (jeweils 50ng/ml) als
Positivkontrolle, sowie mit S.aureus vom Stamm 8325-4 (10%ml Medium) fiir 2h
inkubiert. Anschliefend erfolgte die immunhistochemische Farbung mit dem
Primarantikorper, gefolgt vom FITC-konjugierten Sekundarantikorper.

Das Farbeergebnis (Abb.6) zeigte eine eindeutige Translokation von RelA in den
Zellkern nach Stimulation mit IL1R und TNFa, sowie nach Stimulation mit S.aureus.
Dies zeigte sich im spezifischen Farbemuster, welches eine deutliche Anreicherung

der Immunfluoreszenz im Zellkern erbrachte. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei



46

Stimulation mit Medium allein keine auszumachende Translokation der p65-
Untereinheit in den Zellkern, erkennbar ebenfalls am Farbemuster, das deutlich im

Zytoplasma verlagert blieb.

Medium

TNFa/IL1RB



47

S.aureus, 8325-4

Abbildung 6. Immunfluoreszenzfirbung der NFKB- Untereinheit RelA in Priméarkeratinozyten.
Die Zellen wurden entweder nur mit Medium (oberes Bild), mit TNFa (50ng/ml)/IL1R (50ng/ml)
(mittleres Bild), oder S.aureus, Stamm 8325-4 (unteres Bild) fiir 2h inkubiert und anschliefsend mit
dem Priméarantikérper, gefolgt vom FITC-konjugierten Sekundarantikdrper gefarbt. Die Stimulation mit
den Zytokinen, sowie mit S.aureus ergab eine positive Reaktion (Farbemuster in den Kern verlagert),
die unstimulierte Kontrolle zeigte hingegen ein zytoplasmatisches Farbemuster. Die im untersten Bild
erkennbaren zusatzlichen Anfarbungen entsprechen S.aureus-Bakterien, welche die Antikdrper iber
Protein A binden kdnnen.

4.2.3 Transfektion mit NFKB Luciferase Reporter Plasmid

Einer der Schwerpunkte in der vorliegenden Arbeit war die Etablierung der
transienten Transfektion von Primarkeratinozyten. Mit dieser sollte der quantitative
Nachweis der Translokation von NFkB durch Transfektion mit einem Luciferase
Reporter Plasmid erbracht werden.

Das hierfur verwendete Plasmid (siehe Material-und Methodenteil) besitzt ein NFkB
Response Element, an welches endogenes NFkB nach Aktivierung bindet. Somit
kommt es zur Aktivierung des Luciferase-Reporter-Genes und es kann durch
Messung der Luciferase-Aktivitat ein quantitativer Aktivitatsnachweis von NFkB
erfolgen.

Parallel erfolgte eine Kontrolle der Transfektionseffizienz durch Transfektion mit
einem konstitutiv exprimierenden ,green fluorescent protein“-(GFP-) Kontrollplasmid.
Wir konnten hier nach 48-stindiger Inkubation stets eine Transfektionsrate von 20-
30% erreichen (Abb.7)
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Abbildung 7. Kontrolle der Transfektionseffizienz durch Transfektion von Primérkeratinozyten
mit GFP-Kontrollplasmid. Es wurden wiederholte Transfektionsraten von 20-30% gefunden, wie
deutlich in der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme (linkes Bild, nach 48 h) zu sehen.

Zur Optimierung der einzusetzenden Menge des Plasmids fuhrten wir zu Beginn
Dosis-Findungs-Versuche durch. Hierbei wurde das Luciferase-Reporter-Plasmid in
verschiedenen Konzentrationen in HEK293-Zellen transfiziert und anschlieRend die
Luciferase-Aktivitat gemessen. Die hochste Aktivitat, gleichzusetzen mit der
hochsten Transfektionsrate, ergab sich hierbei bei einer Konzentration von 1.0ug
Plasmid-DNA/mI SFM-Medium (Abb.8).

NF kappa B Plasmid (Clontech)

25000000 ~
20000000 ~
15000000 +
10000000 +

5000000 ~

Luciferase units

Abbildung 8. Dosis-Findungsversuche zur Optimierung der einzusetzenden Plasmidmenge.
Das Plasmid wurde in verschiedenen Konzentrationen in HEK293-Zellen transfiziert und
anschlieRend die Luciferase- Aktivitdt gemessen. Die hochste Induktion ergab sich hierbei bei einer
Plasmid-Konzentration von 1.0pg/ml Medium.
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Die folgenden Versuche an Keratinozyten zeigten jedoch die besten
Transfektionsergebnisse bei einer Menge von 1.5ug Plasmid-DNA/mlI SFM-Medium,
welche, wenn nicht anders vermerkt, verwendet wurde. Transformation,
Amplifikation und Purifikation des Plasmids erfolgten wie im Material- und
Methodenteil beschrieben.

Als Transfektionsreagenz wurde in allen Versuchen das kationische Lipid DIMRIE-C
verwendet, die Transfektion der in 6-Loch Platten angezichteten Keratinozyten
erfolgte nach im Methodenteil beschriebenem Ansatz.

Nach der Transfektion erfolgte die Stimulation mit Mitomycin-inaktivierten S.aureus-
Bakterien vom Stamm 8325-4, sowie vom Stamm Newman, deren ,multiplicity of
infection“ (MOI) jeweils ca. 50 betrug. Dies entspricht einer Bakteriendichte von ca.
10°%/ml. Ebenfalls setzten wir adhdrenzinaktivierte Varianten der beiden Stamme zur
Stimulation ein (S.aureus 8325-4-FnbpA’/B" und S.aureus Newman-FnbpA’/B’), um
zu uberprufen, ob eine verminderte Bindung der Bakterien an die Zellen eine
Auswirkung auf die NFkB-Induktion hat.

Die Stimulation mit TNFa und IL1 diente wiederum als Positivkontrolle, die
Inkubation mit Medium allein als Negativkontrolle.

Nach 24-stundiger Inkubation erfolgte die Messung der Luciferase-Einheiten. Eine
ca. 5-fache Induktion der Luciferase konnten wir nach Inkubation mit S.aureus vom
Stamm 8325-4 nachweisen, es kam also zu einer deutlichen Translokation von
NFkB. Weniger ausgepragt zeigte sich diese beim Stamm Newman (ca. 2-fache
Induktion). (Abb.9)
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Abbildung 9. Quantitativer Aktivitatsnachweis der NFKB-Translokation nach Transfektion
eines Luciferase-Reporter-Plasmides in Priméarkeratinozyten. Die Zellen wurden mit S.aureus,
Stamm 8325-4 und Stamm Newman (Mitomycin-inaktiviert, MOI jeweils ca.50) fir 24h inkubiert,
anschlieBend wurde die Luciferase-Aktivitdt gemessen. Es zeigte sich eine deutliche Translokation

von NFKB nach Inkubation mit S.aureus, Stamm 8325-4 und in geringerem Mal3e nach Inkubation mit
Stamm Newman. Die Inkubation mit TNFa/IL13 (jeweils 50ng/ml) diente als Positivkontrolle, Medium
allein als Negativkontrolle. Die Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt mit jeweils
ahnlichen Resultaten. Rechts oben erneut die Kontrolle der Transfektionseffizienz nach Transfektion
mit GFP-Plasmid.
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Der adharenzinaktivierte Tochterstamm Newman-FnbpA/B™ fuhrte zu einer
deutlichen Reduktion der NFkB-Translokation, welche nicht oder in zu
vernachlassigender Konzentration messbar war, wahrend die adharenzinaktivierte
Variante vom Stamm 8325-4 praktisch keine Reduktion der Luciferase-Einheiten im
Vergleich zum Mutterstamm zeigte, die verminderte Bindung hatte also bei diesem
Stamm keine Auswirkung auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors (Abb.10).
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Abbildung 10. Quantitativer Aktivititsnachweis von NFKB nach Transfektion eines Luciferase
Reporter Plasmids in Primarkeratinozyten und zusatzlicher Inkubation mit der
adhérenzinaktivierten Variante des jeweiligen Tochterstammes. Es zeigte sich eine deutliche

Reduktion der NFKB-Aktivierung bei der adharenzinaktivierten Variante des Stammes Newman,

wahrend die adharenzinaktivierte Variante des Stammes 8325-4 keine Auswirkung auf die NFKB-
Translokation zu haben scheint.

Als nachstes sollte untersucht werden, ob auch isolierte Zellwandbestandteile von
S.aureus in der Lage sind, eine NFkB-Translokation in Keratinozyten zu induzieren
und so immunstimulatorische Fahigkeiten besitzen. Deshalb verwendeten wir zur
Stimulation aul3erdem jeweils 10ug/ml Peptidoglycan (PGN) und Lipoteichonsaure
(LTA), diese Konzentration entspricht etwa einer Bakteriendichte von 10%ml. LTA
und PGN sind Bestandteile der Staphylokokkenzellwand und wurden beide als
Liganden fur TLR2 beschieben (Schwandner et al. 1999).

In der Luciferase-Messung zeigte sich wiederum eine Translokation von NFkB,
wenngleich auch geringer als nach der Inkubation mit den kompletten Bakterien, es
lieR sich aber dennoch eine 1.5-2-fache Induktion der Luciferase feststellen.
(Abb.11)
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Die Experimente wurden jeweils mindestens dreimal wiederholt, bei jeweils

ahnlichen Resultaten.

NF kappa B translocation

fold luciferase induction

1 T T 1
TNFa/lL1b Medium 8325-4 LTA 10ug/mli PGN 10ug/mi

Abbildung 11. Translokation von NFKB auch durch die TLR2-Liganden und
Zellwandbestandteile von S.aureus, LTA und PGN. Die Keratinozyten wurden fir 24h mit den
staphylogenen Zellwandbestandteilen LTA und PGN (jeweils in einer Konzentration von 10ug/ml),
sowie mit S.aureus, Stamm 8325-4 (Mitomycin-inaktiviert, MOI ca.50) inkubiert und anschlieBend die
Luciferase-Aktivitdt gemessen. TNFo/IL1R (jeweils 50ng/ml) dienten als Positivkontrolle, sowie
Medium als Negativkontrolle.

4.3 Nachweis der Anschaltung NFkB-nachgeordneter Gene nach
Stimulierung mit Staphylococcus aureus und seinen

Zellwandbestandteilen

Die bisherigen Experimente beschaftigten sich mit dem Nachweis der Translokation
von NFkB in Primarkeratinozyten durch S.aureus und seine Bestandteile, sowie dem
dafur entscheidenden TLR2-abhangigen Signalweg. Im Folgenden sollte nun
zusatzlich die nachfolgende gesteigerte Transkription der NFkB kontrollierten
proinflammatorischen Gene COX-2 und iNOS, sowie IL8 untersucht werden. COX-2
spielt als proinflammatorisches Enzym in der Prostaglandinsynthese eine Rolle.

Zum quantitativen Expressionsnachweis der ersten beiden Gene wandten wir die
Technik der semiquantitativen PCR an, verglichen mit der Transkription des
konstitutiv exprimierten Haushaltsgens GAPDH. In der PCR zeigte sich eine durch
die Stimulation mit S.aureus, sowie seinen Zellwandbestandteilen LTA und PGN
deutlich erhdhte RNA-Transkription fur die Gene COX-2 und iNOS im Vergleich zur



53

GAPDH-Transkription (Abb.12). Der Transkriptionsanstieg fur COX-2 war schwacher
als der fur iNOS, eine Erklarung dafur konnte die bereits von vornherein erhdhte

basale Expression von konstitutiver COX-2 mRNA in unstimulierten Keratinozyten

sein (Leong et al. 1996).

GAPDH

iINOS

COX-2

Abbildung 12. Semiquantitative PCR zum Nachweis der Anschaltung NFKB abhdngiger Gene.
Stimulation mit S.aureus, Stamm 8325-4 (Spalte 5) und seinen Zellwandbestandteilen LTA (Spalte 3)
und PGN (Spalte 4) fihrte zur Transkription der Gene iNOS und COX-2, was mit der Technik der
semiquantitativen PCR im Vergleich zum konstitutiv exprimierten Gen GAPDH gezeigt werden
konnte. TNFa/IL13 (je 50ng/ml) dienten als Positivkontrolle, Medium als Negativkontrolle. Die
Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt mit jeweils ahnlichen Resultaten.
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Noch detaillierter untersuchten wir die Transkription von IL8, dem wichtigsten Gen
fur die Attraktion von neutophilen Granulozyten, mit der Technik der quantitativen
Real Time Tagman® PCR.

In der quantitativen Fluoreszenzmessung des freiwerdenden Farbstoffs der
amplifizierten PCR-Produkte, die dieser Technik zugrunde liegt, zeigte sich ebenfalls
eine deutliche Induktion der Transkription von IL8 nach der Stimulation mit S.aureus
und seinen Zellwandbestandteilen. Die Quantifizierung der untersuchten cDNA
erfolgte ebenfalls relativ im Vergleich mit der Expression des konstitutiv exprimierten
Kontrollgens GAPDH (Abb.13).

Real Time PCR for IL8
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Abbildung 13. Real Time PCR zum Nachweis der IL8-Transkription. Die Transkription des NFKB-
abhangigen Gens IL8 wurde detailliert durch die Technik der Real Time PCR nachgewiesen, es fand
sich eine deutliche Induktion des Gens nach Stimulierung mit S.aureus und seinen
Zellwandbestandteilen. TNFa/IL13 (je 50 ng/ml) dienten als Positivkontrolle, Medium als
Negativkontrolle.

44 Nachweis der NFkB-abhangigen Transkription von IL8 und iNOS auf

Proteinebene

In weiteren Versuchen sollte schlielBlich die vermehrte Produktion der Genprodukte,
deren Translation aus der NFkB-abhangigen Transkription von IL8 und iNOS
resultiert, untersucht werden.

Hierfur fUhrten wir zunachst einen Proteintest, die so genannte GRIESS-Reaktion
durch, welche die Aktivitat des Enzyms iNOS (induzierbare Nitritoxidsynthetase)
erfasst.

Dieses Enzym ist fur die Stickstoffmonoxid-(NO-)bildung aus Arginin verantwortlich,
ein Vorgang, der vor allem in Makrophagen, aber auch in Keratinozyten messbar ist
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und ein Zeichen fur oxidativen Stress und Radikalbildung ist. Die Keratinozyten
wurden wie in vorherigen Versuchen mit S.aureus vom Stamm 8325-4, seinen
Zellwandkomponenten LTA und PGN, sowie mit IL13 und TNFa als Positivkontrolle
und Medium als Negativkontrolle stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 24h
wurde die GRIESS-Reaktion mit den Zellkulturiberstanden durchgefuhrt und die
Aktivitat des Enzyms photometrisch bestimmt.

Wir fanden eine deutliche Induktion der Aktivitat nach Stimulation mit S.aureus sowie
seinen Bestandteilen. Nach Stimulation mit IL1R3 und TNFa war der Anstieg der
Enzymaktivitat deutlich geringer und lag nur knapp Uber der Negativkontrolle
(Abb.14). Das Phanomen der schwacheren Induzierbarkeit der iINOS durch die
beiden Zytokine wurde jedoch bereits in frGheren Arbeiten publiziert (Arany et al.
1996).

Griess Reaction

OD 570

| I—

Medium TNFa/lL1b 8325-4 LTA PGN

Abbildung 14. GRIESS-Reaktion zum Nachweis der NFKB-abhangigen Transkription von iNOS
auf Proteinebene. Die mit dieser Reaktion gemessene NO-Produktion spiegelt die Induktion des
proinflammatorischen Enzyms iNOS wieder. Es zeigte sich eine deutliche Induktion durch S.aureus
und seine Zellwandbestandteile, die NO-Produktion durch TNFa/IL1R wurde hingegen nur gering
gesteigert.

Eine Proteinquantifizierung von IL8 erfolgte schlieRlich durch die ELISA-Technik.
Auch dieser Versuch wurde mit Zellkulturiberstanden von stimulierten Keratinozyten
nach 24-stindiger Inkubation durchgefuhrt und erbrachte ebenfalls eine deutliche
Induktion des proinflammatorischen Gens, vor allem nach Stimulation mit
Lipoteichonsaure (LTA) (Abb.15).
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Abbildung 15. Proteinquantifizierung von NFkB-abhingiger IL8-Produktion nach Inkubation
mit S.aureus und seinen Bestandteilen durch ELISA. Die Ergebnisse zeigen eine deutliche
Induktion des proinflammatorischen Gens durch S.aureus, sowie seine Bestandteile LTA und PGN.

Diese Resultate bestatigten somit unsere RT-PCR-Ergebnisse, die bereits eine

Aktivierung von proinflammatorischen Genen auf RNA-Ebene nachweisen konnten.

4.5 Relevanznachweis durch Inhibtionsversuche: Blockade von TLR2 und
TLR4 sowie Blockade des ,platelet activating factor receptor“(PAFR)-
Signalwegs

Da die Staphylokokkenprodukte LTA und PGN als TLR2-Liganden bereits
beschrieben sind (Schwandner et al. 1999), und so die entscheidende Rolle, die
TLR2 als ,pattern recognition receptor in der Aktivierung von Keratinozyten durch
S.aureus spielt, naheliegend ist, sollte dies im folgenden Versuch verifiziert werden.
Wir setzten hierflr erneut den im Vorfeld etablierten NFkB-Transfektionsassay ein.
Nach der transienten Transfektion der Keratinozyten erfolgte anschlieBend die
Zugabe von monoklonalen Antikdrpern sowohl gegen TLR2 (Klon TL2.1), als auch
gegen TLR4 (Klon HTA125), bevor die Zellen, wie in vorigen Versuchen, stimuliert
wurden.

Seit kurzem ist aulRerdem bekannt, dass in Bronchialepithelzellen eine Aktivierung
von NFkB durch LTA Uber den sog. ,platelet activating factor receptor‘(PAFR)
erfolgen kann (Lemjabbar and Basbaum 2002). Ob dieser Signalweg, der TLR-
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unabhangig ablauft, auch in Primarkeratinozyten Relevanz besitzt, wurde ebenfalls
im NFkB-Transfektionsassay getestet, unter spezifischer Inhibition von PAFR mit
seinem Rezeptorantagonisten CV-3988.

Wie in der Graphik (Abb.16) deutlich zu sehen, inhibiert die Zugabe von anti-TLR2-
Antikorpern die Aktivierung der NFkB Translokation komplett, nicht aber die
Inkubation mit Antikdrpern gegen TLR4. Auch die Blockierung des PAFR-Pathways
hatte keinen Einfluss auf die Aktivierung von NFkB in Keratinozyten.

Somit konnte durch dieses Experiment eindeutig nachgewiesen werden, dass die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB in humanen Primarkeratinozyten durch
TLR2 vermittelt wird, aullerdem, dass sowohl TLR4, als auch der PAFR-Pathway
keinen Einfluss auf diesen Signalweg haben.
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Abbildung 16. Inhibition der NFKB-Translokation durch Antikorper gegen TLR2. Die
Keratinozyten wurden nach der Transfektion fir 2h mit spezifischen monoklonalen Antikérpern gegen
TLR2 (Klon TL2.1) und TLR4 (Klon HTA125), sowie dem PAFR-Inhibitor CV3988 inkubiert,
anschlieRend erfolgte wie in den vorigen Versuchen die 24-stiindige Inkubation mit S.aureus, Stamm
8325-4 (Mitomycin-inaktiviert, MOI ca.50). In der Luciferase-Messung zeigte sich eine Inhibition der
NFKB-Translokation durch 10ug/ml anti-TLR2, nicht aber durch die entsprechende Konzentration von

anti-TLR4, oder CV3988, was verifiziert, dass die Aktivierung von Keratinozyten durch S.aureus allein
Uber TLR2 geschieht.
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5. Diskussion

Die vorgelegte Arbeit beschaftigte sich mit der Aktivierbarkeit von Kkultivierten
humanen Keratinozyten durch virulente S.aureus-Bakterien und deren Bestandteile,
sowie mit den molekularen Mechanismen, die fur diese Aktivierung verantwortlich
sind. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die proinflammatorische
Immunantwort aktivierter Keratinozyten TLR2-abhangig ist und dass weder TLR4
noch PAFR in diesen Prozess involviert sind. Die dem bakteriellen Kontakt mit dem
Rezeptor folgende Translokation des entscheidenden proinflammatorischen
Transkriptionsfaktors NFKB konnten wir mit verschiedenen Untersuchungsverfahren,
wie der Nuclear Gel Shift Analyse, dem Anfarben der RelA-Untereinheit, sowie der
transienten Transfektion von Keratinozyten mit einem Luciferase Reporter Plasmid
nachweisen, ebenso wie die nachfolgende Transkription verschiedener, NFkB-
abhangiger Gene, wie INOS, COX-2, sowie IL8. Deren Translation wurde auf
Proteinebene anschlieRend ebenfalls direkt oder indirekt nachgewiesen.

Bis zu diesem Zeitpunkt war das komplette Expressionsmuster von TLRs auf
humanen Keratinozyten noch nicht untersucht worden, wir fanden in unseren PCR-
Analysen die konstitutive Expression von TLR1, TLR2, TLR3, TLR5 und TLRS9, nicht
aber die von TLR4, TLR6, TLR7, TLR8 und TLR10. Die Expression des fur unsere
Fragestellung interessanten Rezeptors, TLR2 wurde auflerdem durch
Immunfluoreszenzfarbung bestatigt, fur TLR4 ergab die Farbung ein negatives
Ergebnis.  Bestatigt wurden unsere PCR-Ergebnisse durch  kurzliche
Untersuchungen (Kollisch et al, zur Publikation eingereicht), in denen sich ein mit
unserem Ubereinstimmendes Expressionsmuster von TLRs auf Primarkeratinozyten
fand, mit Ausnahme von TLR9, fur den sehr geringe bis keine Expression gefunden
wurde.

Die Expression von TLR2 auf humanen Keratinozyten, sowie deren Aktivierbarkeit
durch bekannte TLR2-Liganden wie Peptidoglykan wurde in der Literatur bereits
beschrieben, (Uehara et al. 2001), (Kawai et al. 2002), (Pivarcsi et al. 2003). Mit der
Etablierung der Methode der transienten Transfektion von Primarkeratinozyten mit
einem NFkB-Luciferase Reporter Plasmid konnten wir nun zweifellos die Rolle von
TLR2 als den entscheidenden ,pattern recognition receptor” fur Staphylokokken und
Staphylokokkenbestandteile auf Keratinozyten verifizieren, indem wir zum
Relevanznachweis blockierende Antikorper einsetzten. Durch spezifische Antikdrper
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gegen TLR2 wurde der bakteriell induzierte Signalweg blockiert, was in einer
fehlenden NFkB-Aktivierung resultierte. Antikorper gegen TLR4 hatten keinen
Einfluss auf die NFkB-Translokation, ebenso wenig spezifische Inhibitoren des
PAFR-Signalwegs. Obwohl auf Keratinozyten die Expression von PAFR beschrieben
wurde (Shimada et al. 1998), sowie in Bronchialepithelzellen eine Aktivierung von
NFkB durch den Staphylokokkenbestandteil Lipoteichonsaure Uber PAFR bekannt
ist (Lemjabbar and Basbaum 2002), spielt dieser Rezeptor in der Aktivierung von
Keratinozyten durch Staphylokokken keine Rolle.

Sowohl in PCR-Analysen, als auch in der Immunfluoreszenzfarbung ergaben unsere
Ergebnisse, dass humane Keratinozyten keine konstitutive Expression von TLR4
zeigen. Dies deckt sich mit ahnlichen Resultaten aus einer fruheren Arbeit (Kawai et
al. 2002), sowie mit Untersuchungen von Kollisch (zur Publikation eingereicht), die
die Expression von TLR4 sowie dessen Induktion durch LPS nur auf der
Keratinozyten-Zelllinie HaCat, nicht aber auf Primarkeratinozyten zeigten. Es sind
jedoch auch gegensatzliche Ergebnisse publiziert. So wurde eine konstitutive
Expression von sowohl TLR2 als auch TLR4 auf humanen Keratinozyten
beschrieben, sowie auch eine Signalwirkung des TLR4-Liganden LPS auf
Keratinozyten (Uehara et al. 2001), (Song et al. 2002), (Pivarsci et al.2003). Eine
Erklarung hierfur konnte die Induktion einer konstitutiven TLR4-Expression durch
kontinuierliche Stimulation von TLR2 durch endogene oder mikrobielle Liganden der
residenten Hautflora sein (Kawai et al. 2002).

Die bevorzugte Besiedelung von atopisch befallener Haut mit S.aureus ist gut
dokumentiert, in mehr als 80% der betroffenen Patienten kann S.aureus von der
Haut isoliert werden. Ebenso konnte eine Korrelation zwischen der Erregeranzahl
und der Schwere der Hautveranderungen festgestellt werden (Leyden et al. 1974),
(Abeck and Mempel 1998b). Auch von klinisch unbefallener Haut Iasst sich in 55-
75% S.aureus isolieren, bei klinisch gesunden Individuen finden sich immerhin ca.
10% S.aureus-Trager (Abeck and Ruzicka 1991).

Die durch TLR2 hervorgerufene Aktivierung von kultivierten Keratinozyten nach
Stimulation mit S.aureus und seinen Zellwandbestandteilen PGN und LPS erfolgte in
unseren Experimenten stets prompt und reproduzierbar. Interessanterweise sind
auch Bestandteile von Koagulase-negativen Staphylokokken, wie Phenol-lGsliches
Modulin aus S.epidermidis als Liganden fur TLR2 bekannt (Hajjar et al. 2001).
S.epidermidis zahlt zur residenten Hautflora und ist somit auch auf gesunder, nicht-
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entzindeter Haut in hoher Anzahl zu finden. Aufgrund all dieser Gegebenheiten
stellte sich uns die Frage, warum es auf normaler Haut nicht standig zu
proinflammatorischen Reaktionen gegenuber kolonisierenden Bakterien kommt. Eine
Beantwortung dieser Frage kdonnte im Expressionsmuster von TLR2 in der normalen
Haut liegen (Kawai et al. 2002), das am starksten ausgepragt in den basalen
Epidermisschichten gefunden wurde, wohingegen suprabasale Epidermisanteile
eine viel geringere TLR2-Expression zeigten. TLR2-exprimierende Keratinozyten
sitzen also in den unteren Hautschichten und Bakterien und bakterielle Produkte
mussen, um sie zu erreichen, Barrieren wie das Stratum corneum und Stratum
granulosum uberwinden, was normalerweise durch die Barrierefunktion der Haut
verhindert wird. Storungen dieser Barrierefunktionen finden sich tblicherweise nur in
von Erkrankungen wie dem atopischen Ekzem befallenen Hautstellen, nur an diesen
Stellen konnen sich Staphylokokken also Zugang zu den uber TLR2 aktivierbaren
Keratinozyten verschaffen und somit eine proinflammatorische Reaktion induzieren.
Ein weiterer Grund fur die erhohte Anfalligkeit atopisch befallener Haut fur
Infektionen mit S.aureus hangt mit der Expression antimikrobieller Peptide, wie
humane [-Defensine (HBD-2, HBD-3), oder Cathelicine (LL37) zusammen, die
normalerweise von Keratinozyten produziert werden und als ,first-line of defense® fur
die Zerstorung pathogener Mikroorganismen auf der Haut zustandig sind. Kurzlich
wurde nachgewiesen, dass diese Peptide in von atopischer Dermatitis befallener
Haut vermindert exprimiert sind (Ong et al. 2002), (Nomura et al. 2003), au3erdem
konnte gezeigt werden, dass hierfur die bei akuter atopischer Dermatitis
vorherrschenden TH2-Zytokine, wie IL4, oder IL13 verantwortlich sind. So inhibieren
TH2-Zytokine die Bildung proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IFNy, oder IL1R,
was wiederum die Produktion der antimikrobiellen Peptide hemmt. So erklart die
Funktion dieser antimikrobiellen Peptide also die erhohte Anfalligkeit der von
atopischer Dermatitis betroffenen Haut fur Infektionen mit S.aureus und konnte
eventuell auch eine Rolle fur neue Therapieoptionen spielen.

Wie bereits beschrieben, wird Uber die Signalwirkung der TLRs die Immunantwort in
eine TH1-gewichtete Richtung gelenkt. Dies konnte beim atopischen Ekzem eine
wichtige Rolle spielen, da die Immunpathogenese dieses Krankheitsbildes auf einer
sequentiellen Aktivierung von TH2-und TH1-Zellen beruht (Grewe et al. 1998). TH1-
Zellen sezernieren hauptsachlich IFNy und IL2, wahrend sich TH2-Zellen durch die
Produktion von IL4, IL5 und IL13 auszeichnen (Mosmann and Coffman 1989),
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(Maggi et al. 1988), (Romagnani 1995). TH1-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der
zellularen Immunitat, so stellt IFNy eines der wichtigsten Aktivierungssignale fur
Monozyten und Makrophagen dar (Black et al. 1987), wohingegen TH2-Zellen durch
die fordernde Wirkung von IL4 auf die IgE-Synthese (Romagnani et al. 1989), sowie
von IL5 auf die Differenzierung von eosinophilen Zellen die humorale Immunantwort
bestimmen (Lopez et al. 1992). AulRerdem wird durch IFNy die TH2-Zellproliferation,
sowie die IL4-abhangige IgE-Synthese inhibiert, umgekehrt unterdruckt IL4 die
Proliferation von TH1-Zellen (Vercelli et al. 1990). In-situ Untersuchungen, die
jeweils die gleichzeitige Expression von TH1-, sowie TH2-Zytokinen in befallener
Haut zeigten, deuteten darauf hin, dass beide T-Zellpopulationen zur Pathogenese
des atopischen Ekzems beitragen, auch Patienten mit Ruckfallen nach beendeter
Therapie zeigten eine Koexpression beider Zytokingruppen (Grewe et al. 1994). Auf
diesen Ergebnissen aufbauend wurde das Modell einer biphasischen Zytokinantwort
fur die Pathogenese des atopischen Ekzems entwickelt, nachdem in der akuten
Anfangsphase die TH2-gewichteten Immuncharakteristika, wie erhohte IgE-Level
und Eosinophilen- Anzahl dominieren und es im weiteren Verlauf zu einem ,Shift* in
Richtung einer TH1-Zellantwort kommt. Fur diesen ,Shift® ist hauptsachlich eine
zunehmende Infiltration durch Eosinophile und Makrophagen und deren Produktion
von IL12 verantwortlich, welche die Differenzierung und Reifung von TH1-Zellen
auslost. Das nun vorherrschende Zytokinmuster mit vorherrschender IFNy-
Produktion wird fur die Chronizitat und Fortdauer der Erkrankung verantwortlich
gemacht (Thepen et al. 1996), (Grewe et al. 1998), (Herz et al. 1998).

Basierend auf diesen Gegebenheiten stellen sich folgende Fragen: Auf welche
Weise lenken Staphylokokken die Immunantwort in die beschriebene TH1-Richtung
und inwiefern ist die Gruppe der Toll-like Rezeptoren daran beteiligt?

Bekannt ist, dass einige von S.aureus-Bakterien produzierte Exotoxine
Superantigenwirkung besitzen, d.h., dass durch sie ohne klonale Spezifitat
bestimmte T-Zellen aktiviert werden konnen. Diese Superantigene konnen aus von
atopischem Ekzem befallener Haut isoliert werden (McFadden et al. 1993), (Leung
et al. 1993) und sind in der Lage, die Entzindung auf sowohl atopisch befallener, als
auch normaler gesunder Haut zu triggern (Leyden et al. 1974). In-vitro-
Untersuchungen an Monozyten zeigten aullerdem, dass staphylogene
Superantigene modulierende Effekte auf die Zytokin-Produktion haben, so wurde

eine gesteigerte Induktion von IFNy beobachtet (Lester et al. 1995), dem
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Hauptmerkmal des dominierenden TH1-Musters in chronischen Lasionen des
atopischen Ekzems.

Was die Gruppe der Toll-like Rezeptoren betrifft, so ist gut dokumentiert, dass uber
ihre bekannten Liganden eine Immunantwort vom TH1-Typ induziert wird. Die
Relevanz des TLR-Signalwegs wurde durch Ausschaltung des Adaptorproteins
MyD88 nachgewiesen, so war in mit dem TLR4-Liganden LPS stimulierten, MyD88-
defizienten dendritischen Zellen, eine verminderte IFNy-, sowie IL12- Produktion zu
beobachten, gleichzeitig wurde die Immunantwort in Richtung eines TH2-
gewichteten Musters verschoben, was z. B. in gesteigerter |L4-Produktion resultierte.
Ahnliche Resultate, auch nach Stimulation mit anderen PAMPs, wie dem TLR9-
Liganden CpG-DNA, wurden in Untersuchungen an MyD88-defizienten Mausen
gefunden (Schnare et al. 2000), (Schnare et al. 2001), (Kaisho et al. 2002),. Die
unbeeintrachtigte TH2-Immunantwort, sowie der alleinige Defekt im Erzeugen einer
Immunantwort nach TH1-Muster nach Ausschalten des wichtigsten Adaptorproteins
im TLR-Signalweg zeigen, dass Toll-like Rezeptoren eine Schlusselrolle in der
Induktion der TH1-Typ-Immunantwort spielen.

Ungeklart ist jedoch der genaue Zusammenhang zwischen dem dominierenden
TH1-Entzindungsmuster in chronischen Lasionen des atopischen Ekzems und der
Kolonisation dieser Lasionen mit einer hohen Anzahl an S.aureus-Bakterien.

Diese Arbeit beschaftigte sich mit den Staphylokokken-Bestandteilen Peptidoglykan
(PGN) und Lipoteichonsaure (LTA) und der lIdentifikation von TLR2 als deren
Rezeptor auf humanen Keratinozyten. Die proinflammatorische Aktivierung von
Keratinozyten wurde fur die Staphylokokkenprodukte Hamolysina, LTA, ProteinA,
PGN, sowie auch fur Superantigene in der Literatur beschrieben (Ezepchuk et al.
1996), (Uehara et al. 2001), und resultierte in der gesteigerten Produktion von vor
allem TNFa und IL8. Bis jetzt wurden allerdings nur die beiden
Staphylokokkenbestandteile PGN und LTA als Liganden fur Toll-like Rezeptoren
identifiziert, ob dabei auch andere Staphylokokken-Produkte eine Rolle spielen,
bleibt Gegenstand kommender Untersuchungen.

In dieser Arbeit konnten wir eine konstitutive Expression von TLR1, TLR2, TLRS,
TLRS5 und TLR9 auf humanen Keratinozyten nachweisen und es wird das Ziel
weiterfUhrender Untersuchungen sein, das genaue Funktionsprofil von TLRs auf

Keratinozyten zu uberprufen.
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TLR9 wurde bereits als Schlusselrezeptor in der Erkennung bakterieller,
unmethylierter CpG-DNA-Molekule beschrieben (Hemmi et al. 2000). Unmethylierte
CpG-DNA-Motive stellen ein typisches Beispiel aus der Gruppe der PAMPs dar, da
diese bei Saugetieren nur in methylieter Form vorkommen, welche keine
immunstimulatorische Fahigkeiten besitzen. Bereits in frUheren Studien wurde der
immunmodulatorische Einfluss bakterieller DNA beschrieben (Yamamoto et al.
1992), (Klinman et al. 1996) hier konnte durch isolierte unmethylierte CpG-Motive
enthaltende Oligonukleotide eine Induktion TH1-gerichteter Zytokine, wie IL12,
TNFa, oder IFNy in Lymphozyten und Makrophagen nachgewiesen werden. Kirzlich
wurde auch in Keratinozyten eine Aktivierung durch solche CpG-Motive enthaltende
DNA (Mirmohammadsadegh et al. 2002) beschrieben, die ebenfalls in der Induktion
einer TH1-Immunantwort bestand. Die mogliche Involvierung von TLR9 in diese
Vorgange wurde aber nicht naher untersucht. Kollisch et al (zur Publikation
eingereicht) konnten in ihren Untersuchungen keinen aktivierenden Effekt von CpG-
Motiven, auf Keratinozyten feststellen, es bleibt so bis jetzt nur Spekulation, ob
Keratinozyten durch die Expression von TLR9 auf ihrer Oberflache auf DNA
pathogener Herkunft reagieren konnen und somit auch staphylogene DNA-
Sequenzen fur die proinflammatorische Aktivierung von Keratinozyten denkbar
waren.

TLRS wurde im Zusammenhang mit der Erkennung von bakteriellem Flagellin
beschrieben, einer Proteinstruktur aus Geildeln gram-positiver und gram-negativer
Bakterien, welche der Fortbewegung sowie der Adharenz dienen (Hayashi et al.
2001). Da wir eine Expression von TLR5 auch auf humanen Keratinozyten finden
konnten, konnte dieser Rezeptor bei bestimmten Hautinfektionen, z.B. durch
Bakterien wie Borrelia burgdorferi, die Flagellin produzieren, eine Rolle in der
Keratinozytenaktivierung spielen. Wie im Eingangsteil bereits beschrieben, wurde in
Untersuchungen an intestinalen Epithelzellen eine ausschlieBlich basolaterale
Expression von TLRS gefunden (Gewirtz et al. 2001), was die Tatsache erklart, dass
physiologische Standortbakterien, wie E.coli. die ebenfalls Flagellin besitzen, keine
proinflammatorische Wirkung besitzen, da sie nur mit der apikalen Seite des Epithels
in Kontakt kommen.

Somit liegen ahnliche Verhaltnisse wie beim Expressionsmuster von TLR2 in der
Epidermis vor, das ebenfalls am starksten in basolateralen Schichten ausgepragt ist
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(Kawai et al. 2002) und es ware interessant, nachzuweisen, ob TLRS in
Keratinozyten ebenfalls ausschlieRlich basolateral exprimiert ist.

TLR3 spielt in der Erkennung doppelstrangiger viraler RNA (poly(l:C)) eine Rolle, die
hauptsachlich in der Replikationsphase verschiedener Viren entsteht (Alexopoulou et
al. 2001). Auch Uber TLR3 wird durch die Induktion von Typ-I-Interferonen (IFNa und
IFNy) ein TH1-gerichtetes Entzindungsmuster induziert. Die Rolle der Expression
von TLRS3, sowie dessen Wirkung auf die Aktivierbarkeit von Keratinozyten war
bisher nicht untersucht worden, kurzlich wurde poly(l:C) jedoch im Vergleich zu
anderen getesteten Liganden als starkster IL8-Induktor in Primarkeratinozyten
identifiziert (Kollisch et al, zur Publikation eingereicht). Somit scheinen Keratinozyten
uber TLR3 auf virale Infektionen 2zu reagieren und dementsprechende
Immunantworten zu initiieren, wobei Ergebnisse von Lebre und Kollegen (Lebre et
al. 2003) diese These unterstutzen.

Auch die Expression von TLR1 auf humanen Keratinozyten konnte in der
vorgelegten Arbeit nachgewiesen werden, dies ist von besonderem Interesse, da
TLR1 durch die Bildung von Heterodimeren mit TLR2 oder TLR6 kooperiert (Ozinsky
et al. 2000a), (Ozinsky et al. 2000b). Das synthetische Lipopeptid Pam3;Cys wurde
ebenfalls als starker Induktor von IL8 in Keratinozyten beschrieben (Kollisch et al,
zur Publikation eingereicht) und scheint diese Uber ein Heterodimer aus TLR1 und
TLR2 zu aktivieren (Akira and Hemmi 2003). Auf die durch TLR2 als Homodimer,
sowie in geringerem MalRe auch auf die durch TLR2 und TLR6 als Heterodimer
mediierte Immunantwort gegenuber Phenol-Iéslichem Modulin von S.epidermidis
scheint TLR1 aulRerdem eine inhibitorische Wirkung auszuuben, dagegen wird die
uber TLR2 induzierte Immunantwort durch TLR6 verstarkt. Dies lasst ebenfalls auf
eine funktionelle Interaktion zwischen den Rezeptoren schlie3en (Hajjar et al. 2001).
Da unsere Ergebnisse nur die Expression von TLR2 und TLR1, nicht aber von TLR6
ergaben, bleibt es zukunftigen Untersuchungen uberlassen, mogliche weitere
Kooperations-, Interaktions- und Inhibitionswirkungen zwischen Toll-like Rezeptoren
auf Keratinozyten zu erforschen.

Ein weiteres Gebiet betrifft die Rolle der ,pattern recognition receptors® als
Ansatzpunkt in der Behandlung akuter und chronischer Erkrankungen des
Menschen.

Da heute ein detailliertes Wissen Uber Rezeptoren, Liganden und intrazellulare
Signaltransduktionswege des angeborenen Immunsystems vorliegen, ergeben sich
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diverse Aspekte fur hochselektive neue Therapeutika, die sich zum Grolteil noch in
klinischer Erprobung befinden. Hierbei macht man sich z.B. den modulierenden
Effekt von TLR-Liganden auf die Immunantwort, oder deren immunstimulatorische
Wirkung im Einsatz als Adjuvantien zu Nutze (Ulevitch 2004).

FiUr uns interessant sind hier vor allem das sich bereits in klinischer Verwendung
befindende Imidazolquinolin Imiquimod (Aldara®) als synthetischer Ligand fiir TLR7
und Resiquimod (R-848) als Ligand fur TLR7 und TLR8 (Jurk et al. 2002). Imiquimod
wird fur die Behandlung gemeiner und genitaler, durch Papillomavirus verursachter
Warzen (Skinner, Jr. 2003), bei aktinischer Keratose, sowie beim Basalzellkarzinom
(Tyring et al. 2002) eingesetzt. Die immunmodulatorische Wirkung liegt hier vor
allem in der Produktion von IFNa, das fur die verstarkte kutane Immunantwort
verantwortlich ist. Schon et al konnten einen apoptotischen Effekt von R-848 auf
Keratinozyten tumordser Abstammung zeigen, die Rolle von TLR7 wurde hierbei
nicht naher untersucht. Der TLR7-Ligand Loxoribin (7-Allyl-8-Oyoguanosin) befindet
sich momentan in klinischer Erprobung fur die Behandlung von metastasierenden
Krebserkrankungen (Heil et al. 2003). Wir konnten in unseren Untersuchungen keine
Expression von TLR7 und TLR8 auf Primarkeratinozyten feststellen, nachfolgende
Experimente bestatigten dies sowie zeigten aulRerdem eine fehlende IL8-Produktion
in Keratinozyten durch diese TLR-Liganden (Kollisch et al, zur Publikation
eingereicht). Diese Ergebnisse passen zu der Tatsache, dass die Anwendung von
Imiquimod auf normaler, gesunder Haut keine Irritationen hervorruft und lassen
vermuten, dass Imiquimod moglicherweise zur Induktion einer Expression von TLR7
in Papillomavirus-infizierten Keratinozyten fuhrt.

Einige mogliche Zukunftsaspekte seien noch angefugt, so konnte in praklinischen
Studien der Erfolg des synthetischen TLR9-Liganden CpG-Desoxynucleotid in der
Asthma bronchiale-Behandlung gezeigt werden, der immunmodulierend auf das bei
dieser Erkrankung vorherrschende TH2-Muster wirkt und durch verminderte
Produktion von TH2-Zytokinen, sowie vermehrte Produktion von TH1-Zytokinen
praventiven, sowie auch therapeutischen Effekt hat (Hussain and Kline 2003).

Auch in der Anwendung als Vakzin-Adjuvantien konnen TLR-Liganden effektiv sein,
indem sie die oft wenig immunstimulatorische Wirkung von Impfstoffen verstarken
(Kaisho and Akira 2002).

Weitere Ansatzpunkte stellen akute lokale oder systemische Infektionen dar, bei
denen durch Rezeptorantagonisten, blockierende Antikorper, oder antagonistische
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Liganden eine Unterbrechung der proinflammatorischen Kaskade erzielt werden
konnte (Ulevitch 2004). Der Einsatz eines TLR2-antagonistischen Antikorpers beim
Phanomen des u.a. durch S.aureus, bzw. dessen Zellwandkomponenten LTA und
PGN ausgelosten gram-positiven Schocks wurde kurzlich beschrieben (Meng et al.
2004).

Interessanterweise wurden auch bereits Ansatze des therapeutischen Eingreifens
bei chronisch-entzundlichen Erkrankungen auf intrazellularer Ebene dokumentiert,
indem durch ein selektives Inhibitormolekul die Interaktion der beiden TIR-Domanen
von TLR und MyD88 und somit die proinflammatorische Reaktion verhindert wurde
(Bartfai et al. 2003).

Zukunftige Untersuchungen werden deshalb das wichtige Ziel haben, die Rolle, die
die therapeutische Beeinflussung des angeborenen Immunsystem uber Toll-like
Rezeptoren auch bei chronischen Hauterkrankungen spielen konnte, genauer zu
untersuchen und so eventuelle neue Therapieansatze bei Krankheiten wie dem

atopischen Ekzem zu gewinnen.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde das komplette Expressionsmuster von
Toll-like Rezeptoren (TLRs) auf humanen Keratinozyten untersucht. Anhand von RT-
PCR-Experimenten konnte die konstitutive Expression von TLR1, TLR2, TLRS3,
TLR5 und TLRS9, nicht aber von TLR4, TLR6, TLR7, TLR8 und TLR10 nachgewiesen
werden. Bestatigt wurden diese Ergebnisse durch immunhistochemische
Farbeuntersuchungen, mit denen speziell die Expression von TLR2 und TLR4
uberpruft wurde. Fur TLR2 zeigte sich hier ein positives Farbemuster, wahrend TLR4
nicht nachweisbar war.

Da bekannt ist, dass sich Keratinozyten durch Staphylococcus (S.)aureus und seine
Bestandteile aktivieren lassen und dies zur Produktion proinflammatorischer
Zytokine fuhrt, wurde diese Aktivierbarkeit anschlie®end naher untersucht. Von
besonderem Interesse war fur uns hierbei der Translokationsnachweis des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NuclearFactor(NF)kB. Nach
Koinkubation der Keratinozyten mit den beiden S.aureus- Stammen Newman und
8325-4 konnten wir durch radioaktiv markierte Nuclear Extract Gel Shift-
Untersuchungen sowie immunhistochemische Anfarbung der NFkB-Untereinheit
RelA diese Translokation nachweisen. Ein weiterer Versuch hierzu stellte die
transiente Transfektion von Primarkeratinozyten mit einem Luciferase Reporter
Plasmid dar, welche im Rahmen dieser Arbeit etabliert wurde. Nach Stimulation der
Keratinozyten konnten wir durch die Messung der Luciferase-Aktivitat einen
quantitativen Nachweis der NFkB-Aktivierung erbringen. Wiederum ergab die
Stimulation mit den beiden S.aureus-Stammen Newman und 8325-4 sowie mit den
S.aureus-Bestandteilen Lipoteichonsaure (LTA) und Peptidoglykan (PGN) eine
deutliche Aktivierung und somit Translokation von NFkB.

Hierauf basierend war fur uns anschlielend die Untersuchung NFkB-kontrollierter
Zielgene, wie induzierbae Nitrit-Oxid-Synthetase (iINOS), Cyclooxygenase-2 (COX-
2), sowie Interleukin 8 (IL8) interessant. Der quantitative Expressionsnachweis durch
semiqgantitative PCR sowie Real Time PCR zeigte eine erhohte Transkription dieser
Gene nach Stimulation der Keratinozyten. Auf Proteinebene konnten wir aul3erdem
eine vermehrte Translation der Genprodukte (NO und IL8-Protein) dieser Zielgene
durch die sog. GRIESS-Reaktion, sowie die ,enzyme linked immuno sorbent

assay“(ELISA-) Technik nachweisen.
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AbschlieRend sollte die Relevanz von TLR2 als Rezeptor fur S.aureus und seine
Zellwandbestandteile LTA und PGN in der Aktivierung von Keratinozyten getestet
werden. In Inhibitionsexperimenten setzten wir blockierende Antikorper gegen TLR2,
TLR4, sowie gegen den ,platelet activating factor receptor” (PAFR) , einem weiteren
Rezeptor, der fur eine NFkB-Aktivierung verantwortlich ist, ein und flhrten
anschlielend die transiente Transfektion der Zellen durch. Die Ergebnisse ergaben
eindeutig, dass die Aktivierung von NFkB sowie die daraus resultierende
Genexpression in humanen Keratinozyten durch S.aureus und seine Bestandteile
TLR2-, jedoch nicht TLR4-, oder PAFR-abhangig ist.

AbschlieBend kann also gesagt werden, dass sowohl S.aureus, als auch seine
Zellwandbestandteile eine entscheidende Rolle in der Stimulation der angeborenen
Immunabwehr in humanen Keratinozyten spielen, und dass diese Aktivierung
unzweifelhaft auf TLR2-abhangigem Signalweg verlauft. Dies kann eine wichtige
Grundlage fur das weitere Verstandnis der komplexen S.aureus-vermittelten

Aktivierungsmechanismen von Keratinozyten bei diversen Hauterkrankungen bilden.
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8. Abkurzungsverzeichnis

AK Antikorper

CD ,cluster of designation"

cDNA komplementare DNA

CFU “colony forming unit”

Cmv Cytomegalievirus

COX Cyclooxygenase

DNA Desocxribonucleinsaure

DC .dendritic cell” (Dendritische Zelle)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

Fc ~iragment crystallizable"

FCS sfetal calf serum*® (fetales Kalberserum)
FITC Fluoreszin-Isothiocyanat

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
ELISA ,enzyme linked immuno sorbent assay”
GFP ~.green fluorescent protein®

h Stunde

HHSV Humanes Herpes simplex Virus

IFN Interferon

lg Immunglobulin

IL Interleukin

iINOS induzierbare Nitrit-Oxid-Synthetase
IKK IkB-Kinase-Komplex

LAM Lipoarabinomannan

LB Luria Bertani

LPS Lipopolysaccharid

LTA Lipoteichonsaure

MHC »major histocompatibility complex* (Haupt-Histokompatibilatskomplex)
min Minute

MOl “multiplicity of infection”

NFkB ,huclear factor kB*

NKT ,natural killer T-cells“ (Naturliche Killer T-Zellen)
PAF “platelet activating factor”

PAFR “platelet activating factor receptor



PAMP
PBS
PCR
PGN
PRR
RT
sec
TCR
TH
TIR
TLR
TNF
TSB
U/min

“‘pathogen associated molecular pattern”
‘phosphat buffered saline”

‘polymerase chain reaction” (Polymerase Ketten Reaktion)
Peptidoglykan

“pattern recognition receptor”
Raumtemperatur

Sekunden

. 1-cell receptor” (T-Zellrezeptor)
T-Helfer- Zelle

Toll/IL1-Rezeptor

Toll-like Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor

Lryptic soy broth®

Umdrehungen pro Minute

84



85

9. Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Herrn PD Dr.M.Mempel fir die Uberlassung des Themas,
fur die hervorragende Betreuung und die stets freundschaftliche Zusammenarbeit,
sowie fur die Einfuhrung in die Methodik wissenschaftlichen Arbeitens, fur
unermudliche Diskussionsbereitschaft, Hilfestellungen und Ratschlage. Durch sein
enormes Fachwissen sowohl auf wissenschaftlichem als auch auf klinischem Gebiet
vermochte er mein immunologisches und dermatologisches Interesse noch zu
steigern und bereitete mir den Weg zum selbststandigen wissenschaftlichen
Arbeiten.

Herrn Prof.Dr.M.Ollert mochte ich fur die freundliche Aufnahme in seine
Laborgruppe, fur das stetige Interesse am Fortgang meiner Arbeit, sowie fur
zahlreiche kritische Anregungen und weiterfUhrende Diskussionen, die zu jeder Zeit
moglich gewesen sind, danken.

Herrn Prof.Dr.Dr.J.Ring danke ich fur die Moglichkeit, einen Teil meiner
wissenschaftlichen und klinischen Ausbildung, welche von ihm stets mit Interesse

und Wohlwollen unterstitzt wurde, an seiner Klinik absolviert haben zu durfen.

Fir das Zustandekommen der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse haben mir
viele Menschen mit Rat und tatkraftiger Unterstitzung zur Seite gestanden, bei
denen ich mich auf diesem Wege ganz herzlich bedanken mochte. Im Besonderen
gilt dies fur G.Roth, S.Bogner, B.Heuser und J.Grosch.

Ebenso unterstitzt wurden meine Ergebnisse durch zahlreiche fruchtbare
Kooperationen, hierfur gilt mein Dank Herrn PD Dr.Chr.Plank und F.Scherer aus der
Abteilung fur experimentelle Onkologie und Therapieforschung der TU Munchen,
Herrn Dr.M.Gerhard und Herrn Dr.R.Rad aus der Abteilung fur Gastroenterologie der
TU Munchen, Herrn Dr.M.Braun-Falco und A.Rizos aus der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie und Allergologie am Biederstein der TU Munchen, auRerdem Herrn
Dr.P.Fraunberger und Herrn Dr.AWalli aus dem Institut fur Klinische Chemie der
LMU Madnchen.



86

Ebenfalls mochte ich mich bei Frau Dr.G.Kdllisch aus dem Forschungszentrum fur
Umwelt und Gesundheit in Neuherberg fur die freundschaftliche und konstruktive

Zusammenarbeit bedanken

Mein grofdter Dank gilt meiner Familie, fur alles was sie fur mich getan hat.



87

10. Curriculum vitae

Personliche Angaben

Name: Verena Maria Saskia Voelcker

Geburtstag, -ort: 17.04.1978 in Garmisch-Partenkirchen
Familienstand: ledig

Staatsangehorigkeit: deutsch

Vater: Dr.A.Voelcker, Jurist

Mutter: F.Voelcker, geb. Pachl, Dolmetscherin

Schulausbildung

1984-1988 Grundschule Garmisch-Partenkirchen
1988-1997 Werdenfels-Gymnasium Garmisch-Partenkirchen
07/1997 Allgemeine Hochschulreife

Hochschulausbildung

1997-1999  Studium der Humanmedizin an der Universitat Regensburg (Vorklinik)

08/1999 Arztliche Vorpriifung

1999-2004 Studium der Humanmedizin an der Technischen Universitat Minchen
(Klinischer Studienabschnitt)

08/2000 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

03/2003 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

04/2003-

02/2004 Praktisches Jahr am Klinikum Rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen, am University Hospital der Medical University of
South Carolina in Charleston, USA, an der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen
Universitat Minchen, sowie am Hopital St Louis der Faculté de
Médecine Lariboisiére Saint-Louis in Paris, Frankreich.

04/2004 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

seit 11/2004 Tatigkeit als wissenschaftliche Mitarbeiterin an der Klinik und Poliklinik
fur Hautkrankheiten der Universitat Leipzig (Leiter Prof.Dr.med.J.-
C.Simon)



88

Aus dieser Arbeit wurde publiziert/ zur Publikation eingereicht:

Original Publikationen

1. Mempel M, Voelcker V, Kollisch G, Plank C, Rad R, Gerhard M, Schnopp C,
Fraunberger P, Walli AK, Ring J, Abeck D and Ollert M: Toll-like receptor
expression in human keratinozytes: NFkB-controlled gene activation by
Staphylococcus aureus is TLR2- but not TLR4- or platelet activating factor
receptor (PAFR)-dependent. (2003) J Invest Dermatol, 121: 1389-1396

2. Kollisch G, Naderi Kalali B, Voelcker V, Wallich R, Behrendt H, Ring J, Jakob
T, Bauer S, Mempel M and Ollert M: Functional expression of Toll-like
receptors in primary human keratinozytes and the keratinocyte cell line HaCat.
(2003) Infect Immun, in press

Abstracts

1. Kollisch G, Mempel M, Bauer S, Voelcker V, Behrendt H, Ring J, Jakob T and
Ollert M: Expression of Toll-like receptors in human keratinozytes. (2003)
Allergo J 12: 44 (V)

2. Kollisch G, Voelcker V, Mempel M, Schnopp C, Ring J, Abeck D and Ollert M:
Toll-like receptor expression in human keratinozytes: NFkB-controlled gene
activation by Staphylococcus aureus is TLR2- but not TLR4- or platelet
activating factor receptor (PAFR)-dependent. XXII Congress of the European
Academy of Allergology and Clinical Immunology, Paris, 08.-12.Juni 2003

3. Kollisch G, Voelcker V, Naderi Kalali B, Bauer S, Behrendt H, Ring J, Mempel
M and Ollert M: Evidence for functional expression of Toll-like receptors
(TLRs) in human keratinocytes. (2003) Immunobiology 208: 33-34



