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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem wird in zwei grundsitzlich sehr verschieden organisierte
Systeme unterteilt: das angeborene und das erworbene Immunsystem (Hoffmann et al., 1999).
Das angeborene Immunsystem ist der entwicklungsgeschichtlich dltere Teil der
Verteidigungsmechanismen gegen Pathogene. Dringen Pathogene in den Organismus ein,
treffen diese zunidchst auf die Verteidigungsmechanismen des angeborenen Immunsystems,
welches die erste Verteidigungslinie gegen Pathogene darstellt. Der Hauptunterschied
zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem besteht in den Rezeptortypen, die von
beiden Immunsystemen zur Erkennung von Pathogenen verwendet werden (Medzhitov,
2007). Die Reaktion des angeborenen Immunsystems auf Pathogene wird durch
Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs) ausgelost (Janeway,
1989). Aufgrund dieser Keimbahn-kodierten PRRs, die auf der Zelloberfliche und in
intrazelluldiren Kompartimenten exprimiert oder in den Blutstrom und die Lymphe sezerniert
werden (Medzhitov und Janeway, 1997), ist das angeborenen Immunsystem féhig, zwischen
fremden und korpereigenen Antigenen zu unterscheiden und deren Bekdmpfung zu
veranlassen oder zu unterdriicken (Medzhitov und Janeway, 2002). Erkannt werden
Pathogene anhand konservierter und invarianter Erkennungsstrukturen, welche als Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) bezeichnet
werden (Janeway, 1989). Aufgrund drei wichtiger Eigenschaften eignen sich PAMPs
besonders zur Induktion einer angeborenen Immunantwort: PAMPs sind invariante Strukturen
innerhalb einer Mikroorganismenklasse, sie sind Zellprodukte, die allein den
Mikroorganismen zugeordnet werden konnen, was die Unterscheidung zwischen
korpereigenen und -fremden Molekiilen zuldsst, und sie haben eine fiir die mikrobielle
Physiologie essenzielle Rolle, wodurch die Féahigkeit der Mikroorganismen, der angeborenen
Immunerkennung durch evolutiondre Adaption zu entkommen, limitiert wird (Janeway und
Medzhitov, 1998). Bakterielle PAMPs sind hidufig Zellwandbestandteile, zum Beispiel
Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane (PGN), Lipoteichonsdure und Lipoproteine
(Aliprantis et al., 1999; Brightbill et al., 1999; Muzio et al., 1998). Ein wichtiges fungales
PAMP ist B-Glukan, eine Zellwandkomponente von Pilzen. Im Gegensatz zu diesen PAMPs
werden virale Komponenten innerhalb der Wirtszelle repliziert, weshalb das angeborene

Immunsystem Viren hauptsédchlich tiber deren Nukleinsduren erkennt. Die Erkennung dieser



verschiedenen Strukturen durch die Zellen des angeborenen Immunsystems kann die Prasenz
von Mikroorganismen signalisieren (Medzhitov, 2007).

Zu den Zellen, die PRRs exprimieren und damit PAMPs erkennen, zdhlen Makrophagen,
Neutrophile, Eosinophile, natiirliche Killerzellen (natural killer cells, NK Zellen) und
dendritische Zellen (Aderem und Underhill, 1999). Diese Zellen werden durch Pathogene
aktiviert und differenzieren sich zu Effektorzellen, deren primire Aufgabe die Eliminierung
der Pathogene ist. Gelingt dem angeborenen Immunsystem dies nicht, ist die Aktivierung des
erworbenen Immunsystems notwendig. Dies geschieht unter anderem durch die Expression
co-stimulatorischer Molekiile (zum Beispiel CD80 und CD86) auf Antigen-priasentierenden
Zellen, deren Hauptvertreter dendritische Zellen sind (Fearon und Locksley, 1996; Janeway,
1989).

Das erworbene Immunsystem wird vor allem von T- und B-Lymphozyten gebildet. Diese
tragen Antigenrezeptoren, die durch die somatische Neuanordnung aus einem Pool von
Rezeptorgensegmenten entstehen. Dies ermoglicht eine groe Rezeptorvariabilitdt in der
adaptiven Immunerkennung (Agrawal et al., 1998) mit der Fahigkeit, sich an Antigene zu
erinnern und zu adaptieren. Die Fihigkeit, zwischen ko&rpereigenen und —fremden
Rezeptorliganden zu unterscheiden, geht jedoch verloren (Janeway, 1992). Die Aktivierung
des erworbenen Immunsystems bendtigt neben Signalen des Antigenrezeptors auch co-
stimulatorische Molekiile und Signale von Antigen-prisentierenden und anderen
immunkompetenten Zellen, die nach Antigenerkennung losliche Botenstoffe, Zytokine und
Chemokine, produzieren und sezernieren (Aderem und Underhill, 1999).

Bei Zytokinen unterscheidet man zwischen pro-inflammatorischen und anti-
inflammatorischen. Die zentralen Zytokine inflammatorischer Prozesse sind Interleukin-1 (IL-
1) und Tumor-Nekrose-Faktor (tumor necrosis factor, TNF), die die Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Apoptose regulieren und die Produktion von Sekundirzytokinen
induzieren (Chen und Goeddel, 2002). Hauptsédchlich wird TNF von Makrophagen gebildet,
in geringerem Umfang auch von Mastzellen, lymphatischen Zellen und Endothelzellen
(Wajant et al., 2003). Ein weiteres inflammatorisches Zytokin ist Interleukin-6 (IL-6), das von
T-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, B-Zellen, Fibroblasten und Endothelzellen
produziert wird. IL-6 induziert die Differenzierung der B-Zellen zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen. Interleukin-10 (IL-10) dagegen ist ein immunsuppressives
Zytokin, das unter anderem von regulatorische T-Zellen und dendritischen Zellen gebildet
wird. IL-10 inhibiert die Produktion von Interferon-y (IFN-y) durch Thl-Zellen sowie die
Schliisselzytokine der Entziindungsreaktion TNF-o und IL-1 und die Produktion von IL-6.



Weiterhin vermittelt IL-10 immunsuppressive Effekte, indem es die Antigenprédsentation
unterbindet und regulatorische CD4™ CD25" T-Zellen aktiviert (Aderem und Underhill, 1999).
Bei Interleukin-2 (IL-2) handelt es sich um ein Zytokin, das von Antigen-aktivierten T-Zellen
produziert wird und sowohl autokrin die T-Zellproliferation stimuliert (Gillis und Smith,
1977; Watson, 1979) als auch die apoptotischen Signale Antigen-stimulierter T-Zellen
verstarkt. Damit ist IL-2 fiir die Induktion und die Regulation der T-Zell-vermittelten
Immunantwort notwendig. Zudem stimuliert IL-2 die Proliferation und Differenzierung von
NK Zellen und B-Zellen (Watson et al., 1979).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die Interaktion von Antigenprisentation,
Expression von Co-Rezeptoren und Zytokinproduktion das angeborene Immunsystem das
erworbene Immunsystem aktiviert, wodurch die Ausbildung einer spezifischen Immunantwort

erfolgt.

1.1.1 Die zelluldren Bestandteile des Immunsystems

Alle zelluliren Bestandteile des Blutes stammen von Vorlduferzellen, den pluripotenten
hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, ab. Diese Stammzellen teilen sich zunachst
in lymphatische Vorlduferzellen und myeloische Vorlduferzellen. Durch weitere
Differenzierungen entstehen aus lymphatischen Vorlduferzellen B- und T-Zellen als Zellen
des erworbenen Immunsystems, wéhrend sich aus myeloischen Vorlduferzellen
Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten und Mastzellen als Zellen des angeborenen

Immunsystems entwickeln (Janeway, 2001).

1.1.1.1  Charakterisierung dendritischer Zellen

Dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) sind Antigen-prasentierende Zellen des
angeborenen Immunsystems und stellen ein Bindeglied zwischen angeborener und
erworbener Immunantwort dar (Banchereau und Steinman, 1998). DCs konnen eine primare
Immunantwort ausléosen und somit die Grundlage zur Entstehung eines immunologischen
Gedichtnisses bilden (Banchereau und Steinman, 1998; Bell et al., 1999; Hart, 1997;
Steinman, 1991).

Vier Entwicklungsstadien kdnnen im Reifungsprozess der DCs unterschieden werden:

1. die Knochenmarksvorlduferzelle

2. die unreife dendritische Zelle, die durch Blut, Gewebe und Lymphe wandert und nach
Antigenkontakt Zytokine sezerniert



3. die unreife dendritische Zelle, die im Gewebe persistiert und eine hohe Endozytose- und
Phagozytosekapazitit aufweist

4. die reife dendritische Zelle, die nach Pathogenerkennung in lymphatischen Organen iiber
co-stimulatorische Molekiile Antigene prisentiert (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Der Lebenszyklus dendritischer Zellen (DC). DC-Vorlduferzellen zirkulieren durch das Gewebe
und sezernieren nach Antigenkontakt Zytokine, die Eosinophile, Makrophagen (MP) und Natiirliche Killerzellen
(NK) aktivieren. Nach der Antigenaufnahme wandern die unreifen DCs zu lymphatischen Organen, wo sie reifen
und Oberflichenmolekiile exprimieren, welche eine Antigen-spezifische Lymphozytenselektion ermdglichen.
Die aktivierten T-Zellen wandern in das inflammatorische Gewebe, T-Helfer-Zellen sezernieren Zytokine, die
Makrophagen, NK Zellen und Eosinophile aktivieren. B-Zellen (B) werden durch den Kontakt mit T-Zellen (T)
und DCs aktiviert und reifen zu Plasmazellen, welche Pathogen-spezifische Antikdrper (Ak) produzieren. Man

vermutet, dass die DCs nach dem Kontakt mit Lymphozyten durch Apoptose sterben (Banchereau et al., 2000).

Diese Reifung der DCs beruht auf einem durch den nukledren Faktor kB (nuclear factor-xB,
NF-kB)-vermittelten Prozess (Rescigno et al., 1998).

Die unreifen DCs weisen ein hohes Expressionsniveau an CD11c auf, tragen aber nur wenige
MHC Molekiile und keine co-stimulatorischen Molekiile. Dies ermdglicht ihnen Antigene zu
erkennen und an sie zu binden. Die Aufnahme des Antigens in die Zelle erfolgt durch
Makropinozytose, Rezeptor-vermittelte Endozytose oder Phagozytose (Engering et al., 1997;
Jiang et al., 1995; Reis e Sousa et al., 1993; Sallusto et al., 1995). Der Antigenkontakt 16st bei
den unreifen DCs phinotypische und funktionelle Verinderungen aus, die im Ubergang von

der Antigenaufnahme zur Antigenprisentation gipfeln. Die Reifung der DCs ist eng
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verbunden mit ihrer Wanderung aus der Peripherie zu den drainierenden lymphatischen
Geweben, weshalb die Mobilitdit der DCs eine wichtige Eigenschaft in diesem
Reifungsprozess ist (Austyn et al., 1988). Beim Auftreten von Antigenen akkumulieren DCs
innerhalb von Stunden an der Eintrittspforte (McWilliam et al., 1996; McWilliam et al.,
1994), was als Antwort auf die Produktion von Zytokinen in Folge lokaler
Entziindungsprozesse gedeutet wird.  Vollstindig ausgereifte DCs haben ein hohes
Expressionsniveau an den co-stimulatorischen und adhésiven Molekiilen CD40, CD54, CD80
und CD86 auf ihrer Zelloberfliche (Banchereau et al., 2000; Sallusto et al., 1995; Sallusto
und Lanzavecchia, 1994; Zhou und Tedder, 1996).

Nach Aktivierung der DCs werden an der Zelloberfldche iiber MHC Molekiile Antigenpeptide
den naiven CD4" und CD8" T-Zellen prisentiert, welche dadurch aktiviert und zur
Proliferation angeregt werden (Inaba et al., 1990). Somit ist der erste Schritt zur Auslésung
einer DC-T-Zell-Interaktion die Erkennung von MHC-Peptid-Komplexen durch die Antigen-
spezifischen T-Zellrezeptoren. Der zweite entscheidende Faktor fiir die T-Zellaktivierung ist
die Interaktion zwischen den co-stimulatorischen Molekiilen, die von DCs exprimiert werden,
und ihren von T-Zellen exprimierten Liganden (Inaba et al., 1994).

Durch die Bindung eines Antigens an den DC-Rezeptor wird der NF-kB-vermittelte
Signalweg aktiviert, worauthin co-stimulatorische Molekiile exprimiert und Zytokine wie IL-
6, IL-10 und IL-12 ausgeschiittet werden (Anderson, 2000; Medzhitov et al., 1997).
Gleichzeitig wandern die DCs zu lymphatischen Organen, wo sie mit naiven Antigen-
spezifischen T-Zellen zusammentreffen. Um die Aktivierung der naiven T-Zellen anzuregen,
miissen den T-Zellen sowohl die an MHC Molekiile gebundenen Antigene als auch die co-
stimulatorischen Molekiile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) présentiert werden. Der zugehorige
T-Zellrezeptor zu den B7 Molekiilen ist CD28, dessen Co-Stimulation die Aktivierung der T-
Zellen unterstiitzt. Die aktivierten T-Zellen exprimieren weitere Oberflachenproteine, welche
die durch die co-stimulatorischen Molekiile B7.1 und B7.2 induzierte klonale Expansion und
Differenzierung der T-Zellen aufrechterhalten und modifizieren. Eines dieser Proteine ist der
CD40 Ligand, der an CD40 auf der Oberfliche dendritischer Zellen bindet. Durch die
Bindung von CD40 Ligand an CD40 werden den T-Zellen weitere aktivierende Signale
iibermittelt. Gleichzeitig wird die dendritische Zelle zu einer verstirkten Expression von B7

Molekiilen angeregt (Medzhitov et al., 1997).
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1.1.2 Mustererkennungsrezeptoren

Bei Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) handelt es sich um Rezeptoren, die Pathogene
anhand von typischen Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) erkennen und
eine Immunantwort einleiten (Janeway und Medzhitov, 1998). PRRs sind entweder im
Serum/Gewebe, in der Membran oder im Zytoplasma lokalisiert und konnen
dementsprechend grob in drei Gruppen eingeteilt werden. Weiter unterteilt man sie nach ihrer

Struktur und/oder ihrer Funktion in Familien (Akira und Takeda, 2004).

1.1.2.1 Die Familie der Toll-like Rezeptoren

Die erste im Detail untersuchte Klasse der PRRs ist die Toll-like Rezeptor/Interleukin-1
Rezeptor (TLR/IL-1R)-Familie (Medzhitov, 2001).

Die Erforschung der Toll-like Rezeptor (TLR)-Familie begann mit der Entdeckung von Toll,
einem Rezeptor, der flir den Aufbau der dorsoventralen Polaritdt wihrend der Embryogenese
der Insekten wichtig ist (Hashimoto et al., 1988). Weitere Studien ergaben, dass Toll eine
essentielle Rolle in der angeborenen Immunantwort gegen Hefeinfektionen spielt (Lemaitre et
al., 1996). Uber Datenbanken wurden zehn humane TLRs und 13 murine Mitglieder der TLR-
Familie identifiziert (Takeda und Akira, 2005). Bei den TLRs handelt es sich um Typ I
integrale Membranglykoproteine, deren N-Terminus extrazelluldar liegt. Aufgrund der
homologen zytoplasmatischen und transmembranen Toll/IL-1R (TIR)-Doméne, die eine
entscheidende Rolle in der Initiierung der intrazelluldren Signalkaskade spielt, werden die
TLRs zur Familie der IL-1Rs gerechnet. Trotz dieses homologen, aus ca. 200 Aminosduren
bestehenden intrazelluldren Anteils unterscheiden sich die Rezeptoren extrazellulér sehr stark:
die TLRs bestehen aus Leucin-reichen Wiederholungsmotiven (leucine-rich repeats, LRRs),
die fiir die Pathogenerkennung verantwortlich sind (Akira und Takeda, 2004), die
extrazelluldre Region der IL-1Rs dagegen enthélt drei Immunglobulin-dhnliche (Ig-dhnliche)
Dominen (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Die Struktur des Toll-like Rezeptors im Vergleich mit dem Interleukin-1 Rezeptor. TLRs und IL-
1Rs haben eine konservierte zytoplasmatische Doméne, die als Toll/IL-1R (TIR)-Doméne bekannt ist. Die TIR-
Domine wird durch drei homologe Regionen (Box 1, 2 und 3) charakterisiert. Trotz der zytoplasmatischen
Ahnlichkeit dieser Molekiile unterscheiden sich die extrazelluliren Regionen: die TLRs haben zwei LRRs,

wihrend IL-1Rs drei Ig-dhnliche Doménen besitzen (Akira und Takeda, 2004). Abkiirzungen siche Text.

TLRI1, 2, 4, 5 und 6 sind an der Zelloberfliche lokalisiert, wiahrend TLR3, 7, 8 und 9 in
intrazelluldren endosomalen Kompartimenten exprimiert werden (Akira und Takeda, 2004).
Verschiedene genetische Studien erforschten die den einzelnen TLRs zugehdrigen Liganden.
LPS, ein Bestandteil Gram-negativer Bakterien, wird zum Beispiel von TLR4 erkannt
(Hoshino et al., 1999; Poltorak et al., 1998). Im Zusammenspiel mit TLR1 oder TLR6 erkennt
TLR2 verschiedene bakterielle Bestandteile, einschlieBlich Peptidoglykane, Lipopeptide und
Lipoproteine Gram-positiver Bakterien oder Mycoplasmen (Ozinsky et al., 2000; Takeuchi et
al., 1999; Takeuchi et al., 2000; Takeuchi et al., 2002). TLR3 ist der Hauptrezeptor fiir
doppelstringige RNA, die von vielen Viren wihrend der Replikationsphase gebildet wird
(Alexopoulou et al., 2001). Dagegen erkennt TLRS5 bakterielles Flagellin (Hayashi et al.,
2001). Liganden fiir TLR7 sind synthetische Imidazoquinolin-dhnliche Molekiile,
Guanosinanalogons, zum Beispiel Loxoribin, und einzelstringige, virale RNA (single-
stranded RNA, ssRNA) (Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004; Hemmi et al., 2002). Wahrend
der humane TLRS8 die Erkennung von Imidazoquinolonen und ssRNA vermittelt (Heil et al.,
2003; Heil et al., 2004; Jurk et al., 2002), erkennt TLR9 bakterielle und virale CpG DNA
Motive und das Malariapigment Hidmozoin (Coban et al., 2005; Hemmi et al., 2000; Krug et
al., 2004; Lund et al., 2003).

Eine Auflistung der TLRs und ihren Liganden ist in Tabelle 1 zu finden.

13



Rezeptor Ligand Herkunft des Ligand

TLR1 Triacyllipopeptide Bakterien, Mycobakterien
Lésliche Faktoren Neisseria meningitidis

TLR2 Peptidoglukan (PGN) Gram-positive Bakterien
Lipoteichonséure Gram-positive Bakterien
Lipoarabinonmannan Mycobakterien
Zymosan Hefen

TLR3 doppelstrangige RNA Viren

TLR4 Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negative Bakterien
Taxol Pflanzen

TLRS Flagellin Bakterien

TLR6 Diacyllipopeptide Mycoplasmen
Lipoteichonsdure Gram-negative Bakterien
Zymosan Hefen

TLR7 Imidazoquinoline synthetische Verbindungen
Loxoribine synthetische Verbindungen
einzelstringige RNA Viren

TLR8 Imidazoquinoline synthetische Verbindungen
einzelstringige RNA Viren

TLRY9 Cytosin-Guanin Dinukleotide Bakterien, Viren
(CpG)
Héamozoin Malariaplasmodien

TLR10 nicht nachgewiesen nicht nachgewiesen

TLR11 nicht nachgewiesen uropathogene Bakterien

Tabelle 1 Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden nach Akira und Takeda, 2004

1.1.2.2  Die TLR/IL-1R-Signalkaskade

Nach der Bindung eines Liganden an TLRI1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 oder 9 dimerisiert der Rezeptor
und unterzieht sich einer Konformationsinderung, die notwendig fiir die Rekrutierung der
nachfolgenden Signalmolekiile ist. Durch die Stimulation eines TLRs wird die Bindung der
zytoplasmatischen TIR-Doméne des Rezeptors mit der TIR-Doméne eines Adaptors, wie zum
Beispiel MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88), TIRAP (TIR domain-
containig adapter protein), Trif (TIR domain-containig adapter inducing IFNf) oder TRAM
(Trif-related adapter molecule) induziert. Im MyD88-abhéngigen Signalweg von TLR2 und 4
bindet neben MyD88 auch TIRAP an die zytoplasmatische TIR-Doméne. Im weiteren Verlauf
dieser Signalwege werden verschiedene Signalmolekiile aktiviert, die schlieBlich zu einer
Phsophorylierung von IkB (inhibitor of nuclear factor-kB) mit nachfolgender Ubiquitinierung
und Degradierung fithren. Dies ermdglicht die Translokation von NF-kB, einem dimeren
Transkriptionsfaktor, der aus den fiinf Untereinheiten p65/RelA, p50, p52, RelB oder c-Rel
zusammengesetzt werden kann, in den Nucleus (Ghosh et al., 1998) und induziert in der
frihen Wirkungsphase von NF-kB die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
(Medzhitov, 2007). In der spiten Wirkungsphase von NF-kB wird die Expression von Genen,
die vor allem eine essentielle Funktion fiir die Aktivierung von Lymphozyten und die

Auspriagung der Immunantwort haben, ausgeldst (Akira und Takeda, 2004).
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Neben dem MyD88-abhidngigen Signalweg existiert fiir TLR3 und 4 ein MyD88-
unabhéngiger Signalweg. Obwohl Trif von TLR3 und TLR4 zur Weiterleitung von Signalen
benutzt wird, interagiert TLR4 nicht direkt mit Trif, sondern bendtigt TRAM als weiteren
Adaptor. Durch die C-terminale Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors IRF3 (interferon-
regulatory factor 3) wird die Translokation von IRF3 in den Nucleus ermdglicht. Die
Aktivierung von IRF3 zieht die Produktion von IFN-B und die Expression von IFN-
induzierenden Genen nach sich. Im Gegensatz zu TLR3 sendet TLR4 seine Signale sowohl
iiber den MyD88-abhéngigen wie auch tiber den MyD88-unabhingigen Signalweg, wobei der
TLR3-Signalweg schneller und potenter reagiert als TLR4 (Akira und Takeda, 2004)

(Abbildung 3).
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nach Akira und Takeda, 2004

Abbildung 3 Die TLR/IL-1R-Signalkaskade. Nach Stimulation von TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 oder 9 bindet MyD88
an den Rezeptor und rekrutiert verschiedene Signalmolekiile. Durch die Degradation von IxkBo wird NF-kB
freigegeben und transloziert in den Kern, wo es die Expression inflammatorischer Zytokine reguliert. TIRAP ist
in den MyD88-abhingigen Signalweg von TLR2 und 4 involviert. Die TLR3- und TLR4-vermittelte Aktivierung
von IRF3 und die Induktion von IFN-f kann auf MyD88-unabhéngige Weise erfolgen. Fiir diese MyD88-
unabhingige Kaskade ist TRIF notig. TRAM ist spezifisch fiir den TLR4-vermittelten MyD88-
unabhingigen/TRIF-abhéngigen Signalweg (Akira und Takeda, 2004). Abkiirzungen siche Text.
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1.1.2.3  Der Dectin-1 Rezeptor

Ein weiterer gut charakterisierter PRR ist Dectin-1 (dendritic-cell-associated C-type lectin-1),
der aufgrund seiner Struktur zur Familie der ,,myeloid-cell-expressed natural killer-cell-
receptor-like C-type lectin“ gerechnet wird. Dabei unterscheidet sich Dectin-1 von den
meisten Rezeptoren aus dieser Familie durch zwei entscheidende Ausnahmen. Zum einen
fehlen Dectin-1 in der Stalk-Region Cystein-Reste, weshalb der Rezeptor wahrscheinlich
nicht dimerisiert (Ariizumi et al.,, 2000), zum anderen enthdlt Dectin-1 ein ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) in seinem zytoplasmatischen Anteil,
welches an der zelluldren Aktivierung beteiligt ist (Ariizumi et al., 2000; Brown et al., 2003;
Gantner et al., 2003; Rogers et al., 2005) (Abbildung 4).

N-verkniipfte

Glykosilierung
C-Typ Lectin-shnliche

Domiine
Stalk-Region
| Transmembrandse
, , Membran

Y ITAM

Y

<

N-Terminus

nach Brown, 2006
Abbildung 4 Die Struktur von Dectin-1. Dectin-1 ist ein Typ II transmembrandser Rezeptor der Familie der
,.NK-cell-receptor-like C-type lectins® mit einer einzelnen extrazelluldren C-Typ Lectin-dhnlichen Doméne, mit
welcher der Rezeptor B-Glukane erkennt. Diese Doméne wird von der Membran durch die Stalk-Region

separiert. Der zytoplasmatische Anteil von Dectin-1 enthilt ein ITAM, welches intrazelluldr Signale vermittelt

(Brown, 2006). Abkiirzungen siche Text.

Dectin-1 wird von dendritischen Zellen, Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen und
ausgewdhlten T-Zellen exprimiert (Taylor et al., 2002), wobei die Expressionsstirke von
verschiedenen Zytokinen, Steroiden und mikrobiellen Stimuli beeinflusst wird (Willment et
al., 2003). Zum Beispiel verstiarken IL-4 und IL-13 die Expression von Dectin-1 auf der
Zelloberflache, wiahrend LPS und Dexamethason sie vermindern (Willment et al., 2003).
Spezifisch erkennt Dectin-1 16sliche und feste B(1-3)- und B(1-6)-verbundene Glukane
(Brown und Gordon, 2001), bei denen es sich um Kohlenhydratpolymere mit
immunmodulatorischer Aktivitdt handelt und die iiberwiegend in den Zellwinden von Pilzen,
aber auch von Pflanzen und Bakterien vorkommen. Einer der klassischen Dectin-1-Liganden
ist Zymosan, ein Zellwandextrakt aus Saccharomyces cerevisiae, das hauptsichlich aus p-

Glukanen, aber auch aus Chitin, Protein, Lipiden und Mannan besteht. Weitere von Dectin-1
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erkannte Hefe- und Pilzspezies sind Candida spp. (Brown et al., 2003), Pneumocystis spp.
(Steele et al., 2003), Coccidiodes spp. (Viriyakosol et al., 2005) und Aspergillus spp.
AulBlerdem erkennt Dectin-1 einen endogenen, noch undefinierten T-Zell-Liganden. Dectin-1
kann sowohl an CD4" T-Zellen wie auch an CD8" T-Zellen binden, weshalb man annimmt,
dass Dectin-1 auch als co-stimulatorisches Molekiil in Erscheinung tritt (Ariizumi et al.,

2000).

1.1.2.4  Der Dectin-1-vermittelte intrazellulire Signalweg

Dectin-1 ist einer der ersten nicht-TLR PRRs, dessen Signalweg nédher charakterisiert wurde
(Brown, 2006). Nach Stimulation von Dectin-1 durch unldsliche $-Glukane, wie zum Beispiel
Zymosan, induziert Dectin-1 die Produktion verschiedener Zytokine und Chemokine und die
Aufnahme des Liganden durch Phagozytose. Die phagozytierten Liganden werden iiber
freigesetzte zytotoxische Substanzen abgetotet (,respiratory burst) (Gantner et al., 2003;
Underhill et al., 2005). Fiir die meisten dieser Reaktionen reichen die Dectin-1-vermittelten
Signale aus, nur fiir die Induktion bestimmter pro-inflammatorischer Zytokine, wie zum
Beispiel TNF oder IL-12, werden noch zusétzliche Signale von TLR2 und TLR6 iiber MyD88
(Kataoka et al., 2002) und NF-kB (Young et al., 2001) benétigt. Diese Kooperation beweist,
dass auch nicht-TLR PRRs aktiv an der Ausbildung einer Immunantwort mitwirken. Die
Féhigkeit von Dectin-1 Signale weiterzuleiten, wird durch das zytoplasmatische ITAM
bestimmt. Die Ligandenbindung an den Rezeptor fithrt zur Tyrosinphosphorylierung des
ITAM (Gantner et al., 2003), was fiir die Interaktion mit SYK (spleen tyrosine kinase)
ausreicht (Rogers et al., 2005; Underhill et al., 2005). Dectin-1 kann jedoch auch unabhingig
von SYK Signale weiterleiten, wie dies der Fall ist fiir die Dectin-1-vermittelte Produktion
von TNF und IL-12 in Makrophagen (Rogers et al., 2005; Underhill et al., 2005) und
dendritischen Zellen (sieche Abbildung 5) (Rogers et al., 2005).
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nach Brown, 2006
Abbildung 5 Die Dectin-1-vermittelte Signaltransduktion. Durch Ligandenbindung wird Dectin-1 Tyrosin-
phosphoryliert (P) und induziert eine intrazellulire Signalkaskade, die in verschiedenen Zell-spezifischen
Antworten resultiert. Der zytoplasmatische Anteil von Dectin-1 interagiert mit der Kinase SYK. Obwohl iiber
SYK direkt zelluldre Antworten induziert werden, wie die Produktion von IL-10, sind TLRs fiir die Produktion
von IL-2 notwendig. SYK vermittelt ebenso die Phagozytose. In diesem Signalweg aktiviert Dectin-1 durch die
Kollaboration mit TLRs die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine (zum Beispiel TNF), obwohl Dectin-1
auch fahig ist, direkt die TNF-Produktion in dendritischen Zellen zu induzieren (Brown, 2006).

1.1.3 Bcl10 und Maltl als Schliisselproteine der adaptiven Immunantwort
Zwei Signalproteine, die fiir die Initiierung der adaptiven Immunantwort notwendig sind, sind
Bcl10 und Maltl. Diese Signalproteine spielen eine Schliisselrolle in der Antigenrezeptor-

vermittelten Lymphozytenaktivierung (Thome, 2004).

1.1.3.1 Charakterisierung von Bcl10

Das humane Bcl10 (B cell lymphoma 10)-Gen kodiert ein Protein aus 223 Aminosduren mit
einer N-terminalen Caspase-rekrutierenden Doméne (caspase recruitment domain, CARD).
Diese CARD-Doméne vermittelt die Selbst-Oligomerisierung, wéhrend die C-terminale
Region von Bcll0 reich an Serin- und Threoninresten ist und phosphoryliert werden kann
(Koseki et al., 1999; Srinivasula et al., 1999). Bcl10 wird iiber die ganze Entwicklung hinweg
in allen Geweben exprimiert, besonders ausgeprédgt ist die Expression im lymphatischen
Gewebe und im sich entwickelnden zentralen Nervensystem (Costanzo et al., 1999; Koseki et

al., 1999; Srinivasula et al., 1999; Thome et al., 1999).
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Die chromosomale Translokation t(1;14)(p22;q32) in Lymphomen des Mukosa-assoziierten
lymphatischen Gewebes (mucosa-associated lymphoid tissues, MALT) fiihrt zur
Uberexpression von Bcll0 und ist assoziiert mit Leserasterverschiebungen, die zu C-
terminalen Leseabbriichen distal der CARD-Doméne fithren (Willis et al., 1999; Zhang et al.,
1999). Mutationen von Bcll0 werden auch in follikuliren Lymphomen und diffus
groBzelligen B-Zell Lymphomen gefunden (Du et al., 2000). Uberexpressionsstudien von
Bcll0 in Zelllinien zeigten, dass Bcll0 NF-xB aktiviert, wofiir die CARD-Doméne
ausreichend und notwendig ist (Koseki et al., 1999; Thome et al., 1999; Willis et al., 1999;
Yan et al., 1999). Weiterhin ist Bcll0 wichtig fiir den Neuralrohrschluss wihrend der
Embryogenese, die Regulation der Lymphozytenproliferation und die Vermittlung der NF-
kB-Aktivierung in B- und T-Zellen nach Antigenstimulation (Jun und Goodnow, 2003;
Ruland et al., 2001).

1.1.3.2  Charakterisierung von Maltl

Die humane Paracaspase Maltl (mucosa-associated lymphoid tissue 1) wurde identifiziert als
ein Caspase-dhnliches Protein, das mit den so genannten Metacaspasen in Pflanzen, Pilzen
und Protozoen verwandt ist (Thome, 2004). Die molekulare Struktur von Maltl ist
charakterisiert durch eine N-terminale Todesdomidne (death domain, DD), die mit
gleichartigen Proteinen interagiert und verwandt zur CARD-Doméne ist (Hofmann et al.,
1997). Auf die DD folgen zwei Immunoglobulin-dhnliche Doménen und eine C-terminale
Caspase-dhnliche Doméine (Uren et al., 2000).

Die Vermutung, dass Maltl im Bcll0O-abhingigen Signalweg der NF-kB-Aktivierung
involviert ist, beruhte auf der Beobachtung, dass das fiir Maltl kodierende Gen @hnlich wie
Bcll0 der chromosomalen Translokation t(11;18)(q21;921) unterliegt und mit der
Pathogenese des MALT B-Zell Lymphoms assoziiert ist (Wotherspoon, 2002). Zudem sah
man in Uberexpressionsstudien, dass fiir eine synergistische Aktivierung von NF-kB durch
Bcl10 und Maltl sowohl die Féhigkeit von Maltl an Bcll0 zu binden wie auch eine intakte
Maltl-Caspase-dhnliche Doméane notwendig sind (Lucas et al., 2001). Sagaert et al. zeigten,
dass Bcll0 und Maltl in der Pathogenese des MALT Lymphoms miteinander interagieren
(Sagaert et al., 2006). Weitere Untersuchungen Maltl-defizienter Miuse zeigten, dass die
gezielte Stérung von Maltl in einer defekten adaptiven Immunantwort resultiert (Ruland et
al., 2003). Maltl ist notwendig fiir die T-Zell-Rezeptor-vermittelte zelluldre Proliferation,
Aktivierung und Zytokinproduktion und die Entwicklung von Marginalzonen- und B1 B-
Zellen (Ruland et al., 2003). Jedoch ist Malt]l im Gegensatz zu Bcl10 weitgehend entbehrlich
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fiir die Antigenrezeptor-vermittelte Aktivierung von konventionellen B2 B-Zellen und die

embryonale Entwicklung (Ruland et al., 2003).
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2 Material und Methoden

2.1 Bestimmung des Mausgenotyps mittels Polymerasekettenreaktion
Zum Genotypisieren der Méduse wurde aus einem Stiick Mausschwanz mit Hilfe des Wizard
SV Genomic DNA Purification System (Promega) die DNA extrahiert und mittels der
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert.
Fiir einen 25ul-PCR-Ansatz zur Amplifikation einer DNA-Vorlage bendtigte man:

10,25ul PCR-H,0 (Aqua ad injectabilia Delta Select)

5,0ul 5xEnhancer Solution P (peqlab)

2,5ul ANTP-Mix 25mM (Desoxynukleotidtriphosphate, BIOLINE)

2,0ul 10xReaktionspuffer Y (peqlab)

1,0ul flankierender Primer 10uM (alle Primer von MWG-Biotech AG)

1,0ul Wildtyp-Primer 10uM

1,0ul NEO-Primer 10uM

0,25ul Tag-DNA-Polymerase Su/ul (peqlab)

2,0ul DNA
Um das Wildtyp-Allel von Bcll0 zu amplifizieren, verwendeten wir folgende DNA-
Oligonukleotide:

Bcl10-Wildtyp-Primer: 5°-TTG GCT CTC TGC TCT CCT CAC T-3’

Flankierender Primer: 5’-CGC TCT GAG GAC TGT GGG ACT G-3’
Die erwartete Bande hat eine Lange von 560 Basenpaaren (bp).
Um das mutierte Allel von BcllO0 zu amplifizieren, verwendeten wir folgende DNA-
Oligonukleotide:

NEO-Primer: 5’-GGG TGG GAT TAG ATA AAT GCC TGC TC-3’

Flankierender Primer: 5°-CGC TCT GAG GAC TGT GGG ACT G-3’
Die erwartete Bande hat eine Lange von 336bp.
Um das Wildtyp-Allel von Maltl zu amplifizieren, verwendeten wir folgende DNA-
Oligonukleotide:

Malt1-Wildtyp-Primer: 5°-ACT TTC ATC TTG CCA GCA CTC TTT CTT A-3’

Flankierender Primer: 5’-CTG CTG CTG ACA TGC TAC AAT ATG CTG-3’
Die erwartete Band hat eine Liange von 502bp.
Um das mutierte Maltl-Allel zu amplifizieren, verwendeten wir folgende DNA-
Oligonukleotide:

NEO-Primer: 5’-GGG TGG GAT TAG ATA AAT GCC TGC TC-3’
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Flankierender Primer: 5’-CTG CTG CTG ACA TGC TAC AAT ATG CTG-3’
Die erwartete Bande hat eine Lange von 400bp.
Initial wurde die doppelstrangige DNA im MyCycler™ (BIO RAD) fiir 4min bei 92°C
denaturiert. Darauf folgten 35 Zyklen aus Denaturationsphase (1min, 92°C),
Anlagerungsphase (Imin, 68°C fiir Bel10 und 62°C fiir Maltl) und Extensionsphase (1min,
72°C).
Zur Auftrennung der DNA-Strange wurden die PCR-Proben auf ein Agarosegel aufgetragen.
Ein 1%-iges Agarosegel bestand aus:

100ml 1XxTAE (40mM Tris-Acetat, 2mM EDTA, pH 8,2, Roth)

1g Agarose (SeaKem LE Agarose, CAMBREX)

1 Tropfen Ethidiumbromid 0,7mg/ml (eurobio)
Da die kiirzeren und kompakteren DNA-Molekiile schneller liefen als die groBeren, kam es

zur Auftrennung der DNA.

2.2 Kultivierung dendritischer Zellen aus Knochenmark
Aus dem Knochenmark stammende dendritische Zellen (bone marrow derived dendritic cells,
BM-DCs) kultiviert man aus pluripotenten Knochenmarksstammzellen. Dazu wurden
genotypisierten Maiusen Tibia und Femur entnommen und aus den Knochen das
Knochenmark gespiilt. Nach osmotischer Lyse der Erythrozyten mittels 1x RBC Lysis Buffer
(eBioscience) wurden die Zellen in einer Dichte von 4x10° Zellen/ml auf Bakterienschalen
(Abimed) in DC-Medium ausgesét und liber neun Tage im Inkubator bei 37°C und 5,0% CO,
kultiviert.
DC-Medium setzte sich wie folgt zusammen:
RPMI 1640 Medium (Invitrogen)
10% FCS (Fetal Bovine Serum mit einem Endotoxin/LPS-Anteil < 0,2EU, PERBIO)
20ng/ml GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, PeproTech)
100units/ml Penicillin-Streptomycin (Invitrogen)
2mM L-Glutamine (Invitrogen)
50uM B-Mercaptoethanol (Invitrogen)
Am dritten Tag wurden 10ml DC-Medium dazugegeben, am sechsten Tag wurden 10ml
abgenommen und durch frisches DC-Medium ersetzt. Am neunten Tag wurden die BM-DCs

geerntet und fiir die weiteren Versuche auf Zellkulturplatten (Invitrogen) ausgesét.
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23 Farbung der BM-DCs zur Analyse mittels Fluorescence-Activated Cell Sorting
(FACS)
Fiir die FACS-Analyse von BM-DCs wurden folgende Antikdrper verwendet:

anti-Maus MHC Class II (BD Pharmingen)

anti-Maus CD11c (eBiosciences) als Marker fiir dendritische Zellen

anti-Maus CD16/32 (eBiosciences) als Fc-Rezeptor-Block

Propidiumjodid (Propidium lodide Solution, 10mg/ml, Sigma) zur Anfirbung der

toten Zellen
Zum Waschen der Zellen benétigte man FACS-Puffer:

1x PBS (Gibco)

10% FCS

0,05% Na-Acid (Roth)
Um unspezifische Antikérperbindungen an die Fc-Rezeptoren zu verhindern, wurden die Fc-
Rezeptoren mit Sug/ml anti-Maus CD16/32 blockiert. Fiir die FACS-Analyse wurden die
Zellen mit 25pg/ml anti-Maus MHC Class II, 25pg/ml anti-Maus CDI11c¢c und 500pg/ml
Propidiumjodid gefarbt. Nach der Féarbung der Zellen wurden sie mit FACS-Puffer
gewaschen, Smin bei 300g zentrifugiert und erneut in FACS-Puffer resuspendiert.

24 Analyse der Zytokinsekretion mittels Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA)
Zur Induktion der Zytokinproduktion wurden die BM-DCs iiber 24h mit folgenden
Reagenzien stimuliert:

Zymosan 1pg/ml — 10pg/ml (Sigma) als Dectin-1-Ligand

LPS Ing/ml (Invivogen) als TLR4-Ligand

PGN 10pg/ml (Invivogen) als TLR2-Ligand

CpG 1nM (Invivogen) als TLR9-Ligand

Candida albicans (Stamm SC5314) wurde von Rudolf Rupec erhalten. Candida
albicans wurde auf Blutagar-Platten bei 30°C kultiviert. Vor der Stimulation wurde Candida
albicans von der Platte gespiilt, dreimal gewaschen und dann in kaltem PBS resuspendiert.
Zur Hitzeinaktivierung wurden die Zellen 1h gekocht.
Nach Abschluss der Stimulationsdauer wurden die Uberstinde abgenommen, Smin bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und zellfrei in ein frisches Gefal} iiberfiihrt. Bis zur

Analyse wurden die Proben bei -80°C gelagert.
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Die Zytokine IL-10, TNF-o und IL-2 wurden mit den OptiEIA ELISA-Kits von BD

Pharmingen bestimmt.

2.5 Anfertigung von Immunfluoreszenzen

Fiir die Anfertigung wurden BM-DCs auf 20mm Deckglésern (Thermo Scientific) in 6-Loch-
Platten (Omnilab) in einer Dichte von 5x10° Zellen/Loch ausgesit. Im Anschluss an die
Stimulation wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, in gekiihltem Methanol fiir Smin
fixiert und dann fiir 30min bei RT in einem Blockpuffer, bestehend aus 1x PBS mit 10% FCS
und 0,1% Triton-X100 (Sigma), geblockt und permeabilisiert. Zuerst wurden die Zellen mit
dem polyclonalen anti-p65 Antikorper (Santa Cruz) fiir eine 1h bei RT inkubiert, dann kurz
mit DAPI zur Zellkernfarbung behandelt. Die Zellen wurden 2x in Blockpuffer gewaschen
und mit dem Zweitantikorper Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Blockpuffer wurden die Proben in Vecashield Einbettmedium
(Vector Laboratories) aufgenommen und mit Hilfe eines Konfokalmikroskops (LSMS510,

Zeiss) analysiert. Die Bilder wurden mit Image Browser Software (Zeiss) ausgewertet.
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3 Ergebnisse

Wihrend die Rolle von Bcll0 und Maltl in der erworbenen Immunantwort umfassend
erforscht ist, gab es zu Beginn dieser Arbeit nur wenige Hinweise, dass Bcl10 und Malt1 auch
an der angeborenen Immunantwort beteiligt sind. Um die Beteiligung von Bcl10 und Maltl
am angeborenen Immunsystem ndher zu charakterisieren, untersuchten wir dendritische
Zellen als Zellen des angeborenen Immunsystems aus Mausen, bei denen eine funktionelle
Deletion der Gene Bc/l0 oder Maltl vorlag. Diese Untersuchungen zeigten, dass Bcl10 und
Maltl fiir die Signaltransduktion nach Erkennung von Hefen durch das angeborene

Immunsystem notwendig sind.

3.1 Normale Differenzierung und Funktionalitit von BM-DCs in vitro

Zunichst stellte sich die Frage, ob die Differenzierung der BM-DCs durch die genetische
Deletion von Bcll0 oder Maltl beeinflusst wird. Deshalb wurde die Differenzierung der BM-
DCs, die mittels GM-CSF aus den Knochenmarksvorlduferzellen von Wildtyp-Mausen (wt),
Bcl10-defizienten Mausen (Bcll07) und Maltl-defizienten Méausen (Maltl”") kultiviert
wurden, untersucht.

Alle Zellen zeigten einen normalen, unreifen DC-Phénotyp mit einem hohen
Expressionsniveau des Oberflaichenmolekiils CD11c und einer mittelstarken Expression des
MHC Klasse 11 Haupthistokompatibilititskomplexes (Abbildung 6). In allen drei Genotypen
reifte ein sehr geringer Prozentsatz an Zellen vollstindig aus, was sich an einem sehr hohen
MHC II-Expressionsniveau festmachen lieB. Zwischen den Genotypen war kein Unterschied
in der Differenzierung erkennbar, woraus man schlieBen konnte, dass Bcl10 und Maltl fiir

eine normale Entwicklung von BM-DCs in vitro nicht benétigt werden.

Bcl10-/- Malt1-/-

CD11c

MHCII
Abbildung 6 Normale Differenzierung der Bcl10” und Malt1” BM-DCs im Vergleich mit wt BM-DCs.
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3.2 Bcl10 und Maltl als Teil des Dectin-1-vermittelten Signalweges

Ein Signalweg in DCs, der in die angeborene Immunantwort involviert ist, ist der durch den
f—Glukan Rezeptor Dectin-1-vermittelte Signalweg. Dectin-1 verfiigt tiber ein ITAM, das zur
Signalweiterleitung bendtigt wird.

Zur Untersuchung des Dectin-1-Signal wurden wt, Bcll0” und Maltl” BM-DCs mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Dectin-1-Liganden Zymosan stimuliert und mittels
ELISA die produzierte Zytokinmenge bestimmt. Die wt BM-DCs produzierten abhéngig von
der verwendeten Dosis Zymosan die Zytokine TNF-a, IL-2 und IL-10. Die Zymosan-
vermittelte Zytokinproduktion in den BcllO- und Maltl-defizienten BM-DCs wies
unabhéngig von der Dosis schwere Defekte auf (Abbildung 7).

Es zeigte sich daher, dass Bcll0 und Maltl notwendige Bestandteile des Dectin-1-

vermittelten Signalweges sind.
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Abbildung 7 Bcll0 und Maltl sind notwendig fiir die Zymosan-induzierte Zytokinproduktion. Die aus wt,
Bcl10™" und Malt1” Miusen kultivierten BM-DCs wurden iiber 24h mit Zymosan (1, 3 und 10pg/ml) stimuliert
und die Produktion von TNF-a, IL-2 und IL-10 gemessen. Die Daten sind mit der Standardabweichung aus

Tripletts dargestellt und représentativ fiir drei unabhingige Experimente.

Da es sich bei dem gerade beschriebenen Defekt in der Zytokinproduktion auch um einen
generellen zelluldren Defekt in der Aktivierung und Funktionalitit der Zellen handeln kann,
wurden weitere Signalwege des angeborenen Immunsystems untersucht. Die am besten
untersuchten Signalwege des angeborenen Immunsystems sind die der Familie der Toll-like
Rezeptoren. Um deren Funktionalitdt zu untersuchen, wurden Bcll10- und Maltl-defiziente
BM-DCs mit LPS (TLR4-Ligand), CpG (TLR9-Ligand) und PGN (TLR2-Ligand) stimuliert
und die durch die Stimulationen induzierte Zytokinproduktion gemessen.

Bcl10” und Maltl” BM-DCs produzierten im Vergleich mit wt BM-DCs nach Stimulation
mit LPS, CpG oder PGN &dhnlich hohe Mengen an TNF-a (Abbildung 8).
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Da nach TLR-Stimulation keine Defekte in der Produktion von TNF-a nachgewiesen werden
konnten, schlossen wir, dass der beobachtete Defekt im Dectin-1-vermittelten Signalweg

nicht auf einer generellen Funktionsstérung der Bcl10- und Maltl-defizienten DCs beruht.

I wt
[ Bcito-/-
__ 0.8 O mait1-/-
E
2
‘C.; 0.4+
LL
Z
¥ |NDNDND
0 1 1 é 1 1 1
& 2 ©
K L &

S
Abbildung 8 Normale Zytokininduktion in B¢l10” und Malt1” BM-DCs nach TLR-Stimulation. Die Produktion
von TNF-a in wt, Bcl10” und Maltl” BM-DCs nach Stimulation mit einem der TLR-Stimuli PGN (20 ug ml™),
LPS (100 ng ml™") oder CpG (1 uM) iiber 24h ist vergleichbar. Die Daten sind mit Standardabweichung aus
Tripletts dargestellt. ND, nicht detektierbar.

33 Aktivierung von NF-x B iiber Bcl10 und Malt1

Um den zugrunde liegenden Mechanismus des unter 3.2 beschriebenen Defektes im Dectin-1-
vermittelten Signalweg genauer zu analysieren, untersuchten wir die NF-kB-Translokation
vom Zytoplasma in den Zellkern.

Hierzu wurden Immunfluoreszenzen der BM-DCs der drei Genotypen nach Stimulation mit
Zymosan oder LPS angefertigt. Die zellulire Lokalisation des NF-kB-Familienmitgliedes
RelA, das eine transaktivierende Doméne enthilt, zeigte, dass im Vergleich mit den wt BM-
DCs sowohl in den Bcll0”” BM-DCs als auch in den Maltl” BM-DCs eine verringerte
Translokation von RelA in den Zellkern nach einer Stimulation mit Zymosan (Abbildung 9).
Auf die Stimulation mit LPS dagegen translozierte RelA in den drei Genotypen auf
vergleichbare Weise.

Aus diesen Ergebnissen folgerten wir, dass sich die beobachteten Defekte in der Dectin-1-

vermittelten Zytokinproduktion auf eine gestorte NF-kB-Translokation zuriickfiihren lassen.
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Abbildung 9 Der spezifische Defekt in der Zymosan-induzierten NF-kB-Aktivierung in Bcl10”" und Maltl™
BM-DCs. Aus wt, Bcl10”" oder Malt1”” Miusen kultivierte BM-DCs wurden mit Zymosan oder LPS stimuliert.
Die Translokation von RelA (rot) in den Nucleus (DAPI-Fiarbung blau, Co-Lokalisation pink) wurde mittels
Immunfluoreszenz dargestellt und durch die Bestimmung der Hiufigkeit von RelA-positiven Nuclei in

mindestens 100 individuellen Zellen quantifiziert.

34 Bestitigung der Resultate mit Candida albicans

Um nachzuweisen, dass die Defekte in Zytokinexpression und NF-kB-Translokation nicht nur
auf den Zellwandbestandteil Zymosan aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae beschriankt
sind, sondern auch auf weitere Hefen iibertragbar sind, wurden BM-DCs aller drei Genotypen
(wt, Bcl10™", Malt1”") mit Hitze-inaktivierten Candida albicans Zellen stimuliert. Wie schon
mit Zymosan zeigte sich, dass die Produktion von TNF-a, IL-2 und IL-10 in Bcll0”" und
Malt1” BM-DCs gestort ist (Abbildung 10).

Aus diesen Beobachtungen schlussfolgerten wir, dass Bell0 und Maltl eine wichtige Rolle

fiir die Induktion der angeborenen Abwehrmechanismen gegen Hefen spielen.
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Abbildung 10 Candida albicans-induzierte Produktion von TNF-a, IL-2 oder IL-10 in B¢l10”” und Malt1” BM-
DCs. Die Zellen wurden iiber 24h mit Hitze-inaktivierten Candida albicans stimuliert. Die Daten sind mit

Standardabweichung aus Tripletts dargestellt.
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4 Diskussion

Im Gegensatz zur Antwort des angeborenen Immunsystems gegen Viren und Bakterien ist nur
wenig bekannt iiber die Immunantworten gegen Pilze. Einer der Schliisselrezeptoren fiir die
Erkennung von Pilzen ist Dectin-1, welcher eine angeborene Immunantwort auslost und die
adaptive Immunantwort induziert (Brown, 2006). Dieser Rezeptor zihlt zu den nicht-TLR
Rezeptoren und benutzt ein intrazellulires ITAM, um die Signalkaskade via Syk {iber
MyD88-unabhingige Signalwege weiterzuleiten (Rogers et al, 2005). Durch die
Untersuchung der Rolle von Bcll0 und Maltl in dendritischen Zellen wurde der Dectin-1-
mediierte Signalweg weiter aufgeschliisselt. So konnten neue molekulare Mechanismen
aufgezeigt werden, die zu einem besseren Verstindnis fitlhren wie das angeborene

Immunsystem Pilze erkennt und bekédmpft.

4.1 Bcl10 und Malt1 sind fiir die Differenzierung dendritischer Zellen entbehrlich

Bcl10 und Maltl sind an verschiedenen Signalwegen beteiligt, die die Aktivierung von NF-
kB regulieren. Bcl10 wurde als ein Protein innerhalb der Signalkaskade vom T-Zell-Rezeptor
iiber den IKK-Komplex nach NF-xB identifiziert (Ruland et al., 2001). Ein weiteres Protein
innerhalb dieses Signalweges stellt Maltl dar, das von Bcl10 oligomerisiert wird (Lucas et al.,
2001; Uren et al, 2000) und ein essenzieller Bestandteil des BcllO-
Signaltransduktionskomplexes ist (Ruland et al., 2003). Die Aktivierung von NF-xB ist
notwendig fiir die Antigen-induzierte Proliferation, Zytokinproduktion und das Uberleben der
T-Zellen (Kane et al., 2002). Bisher noch unbekannt war, ob Bcll0 oder Maltl fiir die
Differenzierung unreifer dendritischer Zellen aus Knochenmarksvorlduferzellen bendtigt
werden. Daher wurde die Differenzierung dendritischer Zellen, die aus dem Knochenmark
von Bcll0- oder Maltl-defizienten Méuse mit dem Wachstumfaktor GM-CSF kultiviert
wurden, anhand der Analysen der Oberflichenmarker MHC II und CD11c untersucht. Die
Zellen Bcll10- und Malt1-defizienter Mduse wiesen im Vergleich mit denen der Wildtypméuse
keine Unterschiede im Expressionsniveau von MHC II und CD11c¢ auf (Abbildung 6). Daraus
kann geschlossen werden, dass die Differenzierung dendritischer Zellen von der
Vorlduferzelle zur unreifen dendritischen Zelle mittels GM-CSF unbeeinflusst von der

Defizienz von Bcl10 und Maltl moglich ist.

4.2 Bcl10 und Maltl als Teil der angeborenen Immunantwort
Dass Bcll0 und Maltl in die Signaltransduktion vom B- und T-Zellrezeptor zum

Transkriptionsfaktor NF-kB involviert sind, wurde anhand der Analyse von Bcll0- und
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Maltl-defizienten Mausen eingehend untersucht (Ruland et al., 2001; Ruland et al., 2003).
Klemm et al. zeigten, dass Bcl10 und Maltl nach Stimulation des ITAM Rezeptors FceRI an
der Aktivierung von NF-kB und der Zytokinproduktion in Mastzellen beteiligt sind (Klemm
et al., 2006). Da Mastzellen zur Gruppe der myeloischen Zellen gehoren, wird impliziert, dass
der Bcl10/Maltl Signalkomplex nicht auf lymphatische Zellen und deren Antigenrezeptoren
beschrinkt ist, sondern auch in weiteren myeloischen Zellen wie dendritischen Zellen wichtig
ist. Dendritische Zellen erkennen {iber PRRs Pathogene, welche den Zellen des erworbenen
Immunsystems prasentiert werden. So werden verschiedene Hefe- und Pilzspezies, wie
Candida spp., Pneumocystis spp., Coccidiodes spp. und Aspergillus spp., und auch Zymosan,
ein Zellwandextrakt aus Saccharomyces cerevisiae, iiber den PRR Dectin-1 erkannt.

Um eine Beteiligung von Bcll0 und Maltl in der von dendritischen Zellen vermittelten
Immunantwort gegen Hefen zu untersuchen, stimulierten wir Bcll10- und Maltl-defiziente
DCs mit dem Dectin-1-Liganden Zymosan. Im Vergleich zu den wt BM-DCs beobachteten
wir eine defekte Sekretion der Zytokine TNF-a, IL-2 und IL-10 in den Bcl10- und Maltl-
defizienten BM-DCs (Abbildung 7).

Da ein genereller Funktionsdefekt der Bcl10- und Maltl-defizienten dendritischen Zellen
nicht ausgeschlossen war, untersuchten wir die Zytokinsekretion nach Stimulation weiterer
PRRs, die von dendritischen Zellen exprimiert werden. Zu den am besten untersuchten
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems zdhlen die Toll-like Rezeptoren und ihre
Signalwege. Um die intakte Aktivierbarkeit der Bcll0- und Maltl-defizienten BM-DCs
nachzuweisen, stimulierten wir BM-DCs der drei Genotypen mit den TLR-Liganden PGN
(TLR2), LPS (TLR4) und CpG (TLR9). Die gemessene Menge an TNF-a war zwischen den
drei Genotypen vergleichbar (Abbildung 8), so dass wir einen generellen Funktionsdefekt
ausschlieBen konnten. Somit kann man zusammenfassen, dass der Signalkomplex aus Bcl10
und Maltl innerhalb des Dectin-1-vermittelten Signalweges wichtig ist. Zudem konnten wir
in unseren Experimenten keine Beteiligung von Bcl10 und Maltl an den TLR2-, TLR4- und
TLRO9-Signalwegen nachweisen, wohingegen Liu et al. publizierten, dass Bcll0-defiziente
Makrophagen einen Defekt in der LPS-induzierten NF-kB-Aktivierung aufweisen (Liu et al.,
2004). Wiahrend Liu et al den LPS-stimulierten TLR4-Signalweg in der
Makrophagenzelllinie RAW?264.7, die mit einem siRNA-Konstrukt gegen Bcll0 transfiziert
wurde, untersuchten, wurden in unseren Untersuchungen primédre DCs verwendet. Inwieweit
Unterschiede in den Signalwegen von Makrophagen und dendritischen Zellen bestehen,
wurde in diesem Zusammenhang bisher nicht erforscht. Bei RAW264.7 Zellen handelt es sich

zudem um eine murine Zelllinie, die durch die Transformation mit dem murinen Abelson-
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Leukdmievirus immortalisiert wurde. Aufgrund dieser Transformation kann diese Zelllinie
weitere Defekte aufweisen, die in einer primédren Zelle nicht vorhanden sind, wodurch man
die unterschiedlichen Reaktionen der Zellen auf die Stimulation mit LPS nach dem
Ausschalten von Bcl10 erkldren konnte.

Neben Bcll0 und Maltl wurde als weiteres Signalmolekiil im Dectin-1-vermittelten
Signalweg Card9 untersucht (Gross et al., 2006). Card9 kann direkt mit der N-terminalen
CARD von Bcll0 interagieren (Bertin et al., 2000). Anhand von Uberexpressionsstudien
wurde gezeigt, dass Card9 im Dectin-1-Signalweg oberhalb von Bcl10 und Malt1 liegt (Gross
et al., 2006). Ein bereits bekanntes Signalmolekiil im Dectin-1-mediierten Signalweg ist Syk,
das an das ITAM am zytoplasmatischen Ende von Dectin-1 binden kann (Rogers et al., 2005).
Die Signalkomponenten Dectin-1/Syk steuern in myeloischen Zellen verschiedene zellulédre
Funktionen, unter anderem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Brown, 2006).
Um die Aktivierung von NF-kB nach Dectin-1 Stimulation mit Zymosan in Bcl10- und
Maltl-defizienten DCs zu untersuchen, analysierten wir die Translokation des NF-kB-
Familienmitgliedes RelA in den Nucleus mittels Immunfluoreszenzen. Hierbei zeigte sich,
dass die Aktivierung von RelA sowohl in den Bcll0- als auch in den Maltl-defizienten DCs
nach Stimulation mit Zymosan gestort ist, wiahrend nach Stimulation mit LPS eine normale
RelA-Aktivierung beobachtet wurde (Abbildung 9). Diese Ergebnisse zeigen, dass Bell10 und
Maltl in der Dectin-1-vermittelten Aktivierung von NF-kB in dendritischen Zellen von
zentraler Bedeutung sind.

Neben NF-kB sind weitere Transkriptionsfaktoren zur Aufrechterhaltung einer suffizienten
Immunantwort wichtig und notwendig. Einige dieser Transkriptionsfaktoren sind solche, die
durch die Mitglieder der Mitogen-aktivierten Proteinkinasefamilie (mitogen-activated protein
kinase, MAPK) p38, Jun N-terminale Kinasen (Jnk) und die extrazelluldr Signal-regulierten
Kinasen (extracellular signal-regulated kinases, Erk) gesteuert werden. Die MAP Kinasen
regulieren in dendritischen Zellen nach Stimulation durch zelluldren Stress, inflammatorische
Zytokine oder Wachstumsfaktoren die Zellreifung und nachfolgende Zytokinsekretion
(Nakahara et al., 2006). Uber die Ausschiittung inflammatorischer Zytokine 15sen
dendritische Zellen die adaptive Immunantwort aus (Agrawal et al., 2003). Eine dieser
adaptiven Immunantworten beruht auf der Differenzierung von Th17 Zellen (Gutcher und
Becher, 2007). Naive CD4" T-Zellen differenzieren dann zu Th17 Zellen, wenn sie mit dem
transformierenden Transkriptionsfaktor 3 (transforming growth factor-f, TGF-f) und IL-6 in
Beriihrung kommen (Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). Th17 Zellen vermitteln die
pro-inflammatorischen Effekte iiber die Produktion der Zytokine IL-17, IL-22, IL-26 und
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TNF-a (Chung et al., 2006; Stockinger und Veldhoen, 2007). Eine wichtige Rolle in der
Entwicklung und Erhaltung von Autoimmunerkrankungen kommt Th17 Zellen durch die
Entdeckung zu, dass Méuse, die TGF-f} iiberexprimieren und somit eine groBere Anzahl an
Th17 Zellen generieren, eine Exazerbation der experimentellen
Autoimmunenzephalomyelitis, einem experimentellen Modell fiir Multiple Sklerose,
aufweisen (Bettelli et al., 2006). Inzwischen wurde gezeigt, dass Th17 Zellen essentielle
Mediatoren der Pathologie verschiedener Autoimmunerkrankungen, einschlieflich der
Rheumatoiden Arthritis, des Morbus Crohn und des systemischen Lupus erythematodes, sind
(Stockinger und Veldhoen, 2007). Neben der Beteiligung an der Ausprigung von
Autoimmunkrankheiten ist die primére Funktion von Th17 Zellen jedoch die IL-17-induzierte
Mobilisierung und de novo Generierung von Neutrophilen im Zuge der Pathogenbekdmpfung
(Fossiez et al., 1998). LeibundGut-Landmann ef al. haben gezeigt, dass die Reifung von
dendritischen Zellen zur Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, TNF und IL-23
fiihrt, weshalb die Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Th17 Zellen iiber die Aktivierung
von Dectin-1 via Syk und Card9 reguliert werden kann (LeibundGut-Landmann et al., 2007).
Ob dieser Card9-regulierte Signalweg auch iiber Bcll0 und Maltl vermittelt wird und ob
Bcl10 und Maltl damit an der Regulation von Autoimmunerkrankungen beteiligt sind, kann

in weiteren Studien geklart werden.

4.3 Bcl10 und Maltl als Signalmolekiile bei fungalen Infektionen

Der Dectin-1-Ligand Zymosan ist ein Zellwandbestandteil der Hefe Saccharomyces
cerevisiae, der im Hauptanteil aus B-Glukanen besteht. Um zu bestdtigen, dass die
prasentierten Ergebnisse nicht auf Zymosan beschrinkt sind, sondern auf weitere Pilze
iibertragbar sind, stimulierten wir dendritische Zellen mit Hitze-inaktivierten Candida
albicans, einem Erreger dessen klinisches Spektrum von gut therapierbaren mucokutanen
Infektionen bis zu lebensbedrohlichen systemischen Infektionen reicht (Romani, 2004). Die
Produktion der Zytokine TNF-a, IL-2 und IL-10 in Bcl10- und Maltl-defizienten DCs zeigte
sich nach Stimulation mit inaktivierten Candida albicans defekt (Abbildung 10), womit wir
zeigen konnten, dass die nach Dectin-1 Stimulation mit Zymosan gesehenen Defekte mit
Candida albicans reproduzierbar sind. In zwei unabhiangigen Studien wurde die Funktion von
Dectin-1 anhand von Dectin-1-defizienten Mausen untersucht (Saijo et al., 2007; Taylor et al.,
2007). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stellen dar, dass Dectin-1 fiir die Erkennung
von PB-Glukanen wie Zymosan notwendig ist und auch zum Teil die Abwehrmechanismen

gegen fungale Infektionen kontrollieren kann. Zur Erkennung fungaler Erreger durch
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dendritsche Zellen zeigte sich Dectin-1 jedoch teilweise entbehrlich, was impliziert, dass noch
weitere Rezeptoren, wie zum Beispiel DC-SIGN oder Dectin-2, in diesem Zusammenhang

untersucht werden sollten (Cambi et al., 2003).

4.4 Potentielle Beteiligung von Bcl10 und Maltl in der Signaltransduktion von
weiteren ITAM-Rezeptoren

Neben Dectin-1 gibt es eine Vielzahl an Rezeptoren, die ein ITAM zur Signaltransduktion
benutzen (Underhill und Goodridge, 2007). Ein ITAM-Rezeptor, dessen Signaltransduktion
auf eine Beteiligung von Bcll0 und Maltl untersucht wurde, ist der FceRI, dessen
Aktivierung durch IgE die Mastzelldegranulation mit nachfolgender Ausschiittung pro-
inflammatorischer Leukotriene und Zytokine und deren de novo Synthese auslost (Rivera,
2002; Siraganian, 2003). Klemm et al haben gezeigt, dass Bcll0 und Maltl
Schliisselregulatoren innerhalb der Mastzellsignaltransduktion sind (Klemm et al., 2006). Als
essentielle Vermittler der FceRI-abhdngigen Mastzellaktivierung trennen Bcl10 und Maltl
selektiv. die NF-kB-induzierte pro-inflammatorische Zytokinproduktion von der
Mastzelldegranulation und Leukotriensynthese. Ein weiterer Rezeptor der Familie der Fc-
Rezeptoren, der nahe verwandt mit FceRI ist, ist FcyR. Sowohl FceRI als auch FcyR leiten
thre Signale iiber die yKette weiter, so dass eine Untersuchung der FcyR-vermittelten
Signaltransduktion beziiglich einer Beteiligung von Bcl10 und Maltl interessant wire.

Neben den Rezeptoren, die iiber ein eigenes ITAM verfiigen, gibt es Rezeptoren, welche in
Verbindung mit ITAM-enthaltenden Signalketten die Zellaktivierung regulieren. Zu dieser
Gruppe zédhlen die Oberflachenrezeptoren der NK Zellen, die transformierte oder infizierte
Zellen erkennen und bekdmpfen (Kirwan und Burshtyn, 2007). Prototypen fiir aktivierende
NK Zell-Rezeptoren sind NKI1.1, Ly49D, Ly49H und NKG2D, die mit den ITAM-
enthaltenden Signalketten DAP-12, FcRy oder CD3T assoziieren konnen (Lanier, 2003). Die
Untersuchung von NK Zellen aus Bcl10-, Maltl-, Carmal- und Card9-defizienten Méusen
konnten zeigen, dass der Komplex aus Carmal/Bcl10/Maltl von verschiedenen NK Zell-
Rezeptoren zur Signalweiterleitung genutzt wird und unabhéngig von Card9 ist (Gross et al.,
2008). Diese Publikationen geben eindeutige Hinweise, dass Bcl10 und Maltl an weiteren
ITAM-nutzenden Rezeptorsignalwegen beteiligt sind.

AuBler den bereits beschriebenen ITAM-nutzenden Rezeptoren gibt es in der Familie der C-
Typ Lectin Rezeptoren, zu der auch Dectin-1 gezéhlt wird, weitere Rezeptoren, die auf
myeloischen Zellen exprimiert werden, welche jedoch beziiglich ihrer Liganden und

physiologischen Funktion noch unzuldnglich charakterisiert sind (Brown, 2008). Eine Gruppe
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von sechs solchen sehr dhnlichen Rezeptor-kodierten Genen ist in der Nachbarschaft zum
Dectin-1 Gen lokalisiert. Sie weisen eine hohe Sequenzhomologie auf, so dass die Vermutung
nahe liegt, dass ihre Entstehung auf die Vervielfdltigung eines gemeinsamen Stammgenlocus
zuriickzufiihren ist (Brown, 2006). Vier dieser Gene, Clec2, Clec9a, Clecl2a und Clecl2b,
kodieren Proteine, die in ihrem zytoplasmatischen Anteil ein ITAM tragen. Die genannten C-
Typ Lectin Rezeptoren sind bisher nur wenig erforscht, aufgrund ihrer Homologien zu
Dectin-1 ist es jedoch vorstellbar, dass auch sie dhnlich wie Dectin-1 als PRR funktionieren.
In weiteren Studien kann untersucht werden, ob in diesen noch undefinierten Signalwegen

Card9/Bcl10/Maltl eine Rolle spielen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das menschliche Immunsystem wird in zwei grundsdtzlich unterschiedliche Systeme
unterteilt: das angeborene und das erworbene Immunsystem. Dringen Pathogene in den
Organismus ein, treffen sie zundchst auf Verteidigungsmechanismen des angeborenen
Immunsystems. Zu diesen Verteidigungsmechanismen gehdren die Antigen-prdsentierenden
dendritischen Zellen, die ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener
Immunantwort darstellen. Die hier prasentierte Arbeit beschiftigte sich mit der Rolle von
Bcl10 und Maltl in der angeborenen Immunantwort anhand der Untersuchung dendritischer
Zellen. Zunichst wurde die Differenzierung dendritischer Zellen von Bcll0- und Maltl-
defizienten Médusen untersucht und gezeigt, dass Bcl10 und Maltl fiir die Entwicklung von
der Knochenmarksvorlduferzelle zur dendritischen Zelle nicht benétigt werden (Abbildung 6).
Dendritische Zellen erkennen Pathogene iiber PRRs. Ein Schliisselrezeptor fiir die Erkennung
von Hefen ist der p—Glukan Rezeptor Dectin-1, der zur Signalweiterleitung ein
zytoplasmatisches ITAM benutzt. Genauere Untersuchungen dieses Signalweges, der in
vielen Studien zur Untersuchung der molekularen Hintergriinde fungaler Infektionen als
Modell dient, ergaben, dass Bcll0 und Maltl essentielle Signalmolekiile unterhalb von
Dectin-1 sind (Abbildung 7). Um einen generellen Funktionsdefekt der Bel10- und Maltl-
defizienten DCs auszuschlieBen, stimulierten wir die Zellen iiber verschiedene TLR
Rezeptoren, die ebenfalls von dendritischen Zellen exprimiert werden. Die Stimulation mit
den TLR-Liganden PGN (TLR2), LPS (TLR4) und CpG (TLR9) ergab in allen drei
Genotypen eine vergleichbare Menge an TNF-a (Abbildung 8). Durch dieses Ergebnis konnte
ein genereller Funktionsdefekt ausgeschlossen werden. Da tiber die Aktivierung von Dectin-1
unter anderem der Transkriptionsfaktor NF-kB gesteuert wird, analysierten wir die
Translokation des NF-kB-Familienmitgliedes RelA in  den Nucleus mittels
Immunfluoreszenzen. Hierbei zeigte sich, dass die Aktivierung von RelA sowohl in den
Bcl10- als auch in den Maltl-defizienten DCs nach Stimulation mit Zymosan gestort ist
(Abbildung 9). Um nachzuweisen, dass die gezeigten Defekte nicht nur spezifisch sind fiir
Zymosan, einen Zellwandbestandteil der Hefe Saccharomyces cerevisiae, sondern auch auf
Pilze iibertragbar sind, wurden die Stimulationsexperimente mit Hitze-inaktivierten Candida
albicans durchgefiihrt (Abbildung 10). Die nach Stimulation mit Zymosan beschriebenen
Defekte in der Zytokinprodukion konnten mit Candida albicans bestitigt werden.

Durch die hier présentierten Ergebnisse wird die Rolle von Bcll0 und Maltl in der
angeborenen Immunantwort genauer charakterisiert. Bel10 und Maltl konnten gemeinsam

mit Card9 dem Dectin-1-vermittelten Signalweg zugeordnet werden. Stimulationssignale
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werden von Dectin-1 iiber Syk und Card9/Bcl10/Maltl weitergeleitet und fiihren zur
Aktivierung von NF-kB (Gross et al., 2006) (Abbildung 11).

Dectin-1
Y  Syk

|

Card9
Bell0
Maltl

|

NF-xB

nach Gross et al., 2006
Abbildung 11 Vereinfachte Darstellung des Dectin-1-Signalweges. Erklarung siche Text.

Die klinische Relevanz fungaler Infektionen hat in den vergangenen Jahren aufgrund der
wachsenden Anzahl immunsupprimierter Patienten, die vor allem von HIV-Infizierten,
Transplantatempfdangern und Patienten mit Krebs gebildete wird, zugenommen (Clark und
Hajjeh, 2002). Dass die Bedrohung, die von Pilzinfektionen ausgeht, noch weiter ansteigt,
zeigte sich in dem Auftreten der Aspergillose bei Patienten mit einem schweren akuten
respiratorischen Syndrom (Wang et al., 2003). Um die Pathogenese solcher Erkrankungen
besser zu verstehen, ist es hilfreich, die Signalwege, die bei der Bekdmpfung fungaler
Pathogene aktiviert werden, weiter aufzuschliisseln.

Fiir zahlreiche Infektionserkrankungen wurde gezeigt, dass sie iiber TLR Rezeptoren erkannt
werden (Bellocchio et al., 2004; Villamon et al., 2004). An der Erkennung von Pathogenen
sind neben den TLR Rezeptoren eine Vielzahl an C-Typ Lectin Rezeptoren beteiligt, die
Signale iiber ITAMs weiterleiten. Ob Bcll0 und Maltl an der Signaltransduktion von
weiteren ITAM-Rezeptoren beteiligt sind, kann in weiteren Studien gekldrt werden. Eine
wichtige Rolle in Infektions- und Autoimmunkrankheiten hat die immunologische Antwort
der Th17 Zellen (Amadi-Obi et al., 2007; Veldhoen et al., 2006). Da die Th17 Zellen auch an
der Bekdmpfung von Pilzen beteiligt sind, sollte eine Rolle von Bcl10 und Maltl in der Th17-
mediierten Immunantwort untersucht werden. Damit konnte auch eine Beteiligung von Bcl10

und Maltl an Autoimmunerkrankungen gezeigt werden.
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