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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Tagtéglich ist unser Korper etwaigen pathogenen Mikroorganismen ausgesetzt, die ubiquitér in der
Umgebung vorhanden sind. Zum Kontakt mit diesen kommensalen Bakterien kann es tber duf3ere und
innere Epitheloberflachen kommen. So bietet beispielsweise das Epithel des Respirationstraktes eine
Eintrittspforte fiir Pathogene, welche Ober die Luft Ubertragen werden und der Verdauungstrakt fiir
jene, welche in unseren Nahrungsmitteln vorkommen. Obwohl der Koérper auf diese Weise stetig
infektiosen Organismen ausgesetzt ist, kommt es, relativ gesehen, selten zu Infektionskrankheiten. Zu
verdanken haben wir dies zu einem Grofteil dem é&ltesten Mechanismus der Infektabwehr: dem
angeborenen Immunsystem.

Traditionell unterscheidet man zwischen einer angeborenen/ nichtadaptiven und einer erworbenen/
adaptiven Immunantwort, deren gemeinsames Ziel es ist Pathogene zu bekdmpfen und den Wirt vor
Krankheit zu schiitzen, wenngleich sie sich in einer Vielzahl von Punkten gravierend unterscheiden:
Das erworbene Immunsystem, welches in sich sehr komplex ist und nur bei Wirbeltieren vorkommt,
hat sich in der Evolution erst nach und nach entwickelt. Es zeichnet sich aus durch hervorragende
Spezifitat beziiglich verschiedener Antigene sowie die Fahigkeit ein immunologisches Geddachtnis
auszubilden und sich an bestimmte, bereits ,,gesechene® Antigene zu ,,erinnern®. Diese kénnen folglich
in einer heftigeren Immunantwort bekdmpft werden. Da die Rezeptoren des adaptiven Immunsystems
in mehreren Genabschnitten kodiert werden und die Effektorzellen (B- und T- Lymphozyten) durch
die Mdglichkeit der Rekombination ungeheure Variabilitit erfahren und theoretisch eine
unbeschriankte Anzahl an verschiedenen molekularen Strukturen erkennen kodnnen, bezeichnet man
das erworbene auch als das spezifische Immunsystem. All jene Eigenschaften des adaptiven
Immunsystems trugen dazu bei, dass man ihm mehr Bedeutung als dem angeborenen zusprach,
infolgedessen sich wissenschaftliche Untersuchungen vor allem auf das vermeintlich hoher
entwickelte Immunsystem konzentrierten.

Dass sich die Hauptaufgabe des angeborenen Immunsystem, welches in Ansétzen bereits vor Uber
einem Jahrhundert vom russischen Bakteriologen Mee&nikov beschrieben wurde *, nicht nur darauf
beschréankt eine Infektion des Wirtes zu verhindern, im Sinne einer initialen Antwort zu kontrollieren
oder eine Infektion solange einzuddmmen bis adaptive Mechanismen in Gang gesetzt werden, zeigen
Veroffentlichungen in jingerer Zeit. So wird angenommen, dass 99% aller potentiellen Infektionen

bereits durch die vorderste Verteidigungslinie, dem angeborene Immunsystem, beherrscht werden 2

Um den Aufgaben des angeborenen Immunsystems gerecht zu werden, stehen sowohl humorale als

auch zellulare Elemente zur Verfugung. Zu den humoralen Faktoren zdhlen neben dem
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Komplementsystem Strukturen, die zur Pentraxin- Familie gehdren (CRP, Akut- Phasen- Proteine),
wie auch Kollektine (Mannose- bindendes Lektin, verschiedene Surfactant- Proteine) oder Fikoline.
Der Erreger wird hierbei unmittelbar via Opsonierung schlieflich durch Phagozytose und direkte
Erregerlyse unspezifisch beseitigt . Granulozyten und Zellen des retikulo- endothelialen Systems
(RES) wie Makrophagen, Monozyten, Langerhans- Zellen, dendritische Zellen (DC) und weitere

antigenpréasentierende Zellen reprasentieren die zelluldre angeborene Immunitat * .

1.1.1 Rezeptoren der Mustererkennung

Um die verschiedenen Pathogene zu erkennen, verwendet das angeborene Immunsystem spezielle
Mustererkennungsrezeptoren, sogenannte ,,pattern recognition receptors” (PRR). Diese werden auf der
Zelloberflache bzw. in intrazellularen Kompartimenten exprimiert oder befinden sich frei beweglich
im Blutstrom im Sinne der im letzen Kapitel angesprochenen humoralen Faktoren * °. Die Spezifitat
der PRRs wird Uber das Genom vererbt, was die Mdglichkeit der durch DNA- Rekombination
vermittelten, unendlich groRen Rezeptorvariabilitat, wie man es von T- und B- Lymphozyten des
adaptiven Immunsystems bereits kennt, ausschlieit. Da jedoch das angeborene Immunsystem nur
imstande ist Klassen von Mikroben zu erkennen und Antigen- spezifische Subklassen nicht
unterscheidet, ist das eingeschrénkte Repertoire an Rezeptoren vollkommen ausreichend. Zum
Aufgabenbereich der PRRs gehort die Induktion der Apoptose sowie die Aktivierung der
Komplement- und Koagulationskaskade *°.

PRRs initiileren zum einen phagozytotische Vorgdnge oder steuern gezielt die Migration der
Phagozyten an den Ort der Entziindung. So erfolgt die Erkennung der Fremdkdrper entweder direkt
(Mannose- Rezeptor, Scavenger- Rezeptor, Dectin -1) oder durch ihre Maskierung mit Opsoninen
(IgG oder Komplementfaktor C3b). Markierte Fremdkorper werden von den entsprechenden
Rezeptoren auf mononukledren Phagozyten erkannt und vermitteln die Einleitung einer FcR- oder
Komplement- vermittelten Phagozytose "°.

Zum anderen gibt es aber auch PRRs, membranstandig (Toll- like Rezeptoren) oder frei im
Zytoplasma vorkommend (NOD, RIG- I, Mda -5) deren primares Ziel nicht die direkte unspezifische
Phagozytose von Pathogenen, sondern die in einer intrazelluldaren Signalkaskade vermittelte
Produktion von Effektormolekiilen bzw. Expression von kostimulatorischen Molekiilen ist. Diesen ist
eine enorme Bedeutung bei der Induktion einer inflammatorischen Antwort mit konsekutiver Bildung
inflammatorischer Zytokine (IL- 12, IL- 6, IL- 1, TNFa) beizumessen, sie spielen jedoch auch eine
sehr wichtige Rolle wenn es darum geht den naiven T- Zellen des adaptiven Immunsystems, im
Rahmen der Antigenprésentation durch dendritische Zellen, Signale zu Ubermitteln (z.B.
CDB80/CD86), welche sowohl als essentiell fur die Reifung der antigenprésentierenden Zelle selbst, als
auch fur Differentierung, Proliferation und Aktivierung der naiven T- Zellen angesehen werden

konnen > °,
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1.1.2 Pathogen- assoziierte molekulare Muster

Die molekularen Strukturen, welche von den PRRs erkannt werden, bezeichnet man als Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (pathogen- associated molecular patterns, PAMP) 3. Charakteristisch fiir
diese phylogenetisch gut konservierten Strukturen auf Bakterien, Viren und Pilzen ist, dass sie
ausschlielich von mikrobiellen Pathogenen und nicht vom Wirt selbst gebildet werden. Dies
erleichtert eine Differenzierung zwischen korpereigenem und korperfremdem Antigen ungemein,
zumal Strukturen von Zellen des Wirtes entweder nicht erkannt werden oder diese Zellen bestimmte
Molekiile exprimieren, welche eine Immunantwort verhindern ™. AuRerdem sind die jeweiligen
PAMPs essentiell fiir das Uberleben der Mikroorganismen. Dies stellt sicher, dass sie sich im Lauf der
Evolution nicht verédndern, um sich somit der Erkennung durch PRRs zu entziehen. Eine weitere
Eigenart der PAMPs ist, dass sie konstant fir Mikroorganismen einer taxonomischen Einheit sind, so
dass die Zuordnung eines Pathogens zum entsprechenden Rezeptor genau definiert ist °.

1.2 Toll- like Rezeptoren

Obwohl eine Vielzahl an Infektionen bereits durch das angeborene Immunsystem eingeddmmt und
beherrscht werden kann, ist es dem adaptiven Immunsystem vorbehalten spezifisch gegen Pathogene
vorzugehen, welche diese vorderste Front der Verteidigung umgehen konnten. Um Effektorzellen (T-
Zellen) der adaptiven Immunantwort zu aktivieren und deren genaue Funktion festzulegen, bedarf es
mehrerer Signale, welche von antigenprasentierenden Zellen, also Zellen des angeborenen
Immunsystems ausgehen. Das angeborene Immunsystem ist demnach eine grundlegende

Voraussetzung um adaptive Vorgénge in Gang zu setzen > *°.
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1.2.1 Toll- like Rezeptoren: zwischen angeborener und erworbener Immunitat

Eine Schlisselrolle nehmen hierbei Toll- like Rezeptoren ein, welche auf einer Vielzahl
unterschiedlichster Zellen lokalisiert sind. So kommt es nach TLR- Aktivierung durch entsprechende
PAMPs auf diesen Zellen zu einer signifikanten VVeradnderung der exprimierten Chemokinrezeptoren,
welche die Migration der mit dem Antigen beladenen Zellen (ber die Lymphbahnen in lokale
lymphatische Gewebe ermdglichen. Insbesondere kommt es hierbei zur Expression des Rezeptors
CCRY, durch den die aktivierten dendritischen Zellen fiir das Chemokin CCL21 sensitiv werden, ein
Chemokin das von lymphatischem Gewebe produziert wird *2. Vorher werden Antigene von den noch
unreifen dendritischen Zellen phagozytotisch oder per Makropinozytose aufgenommen, intrazellular
endosomal prozessiert und auf Histokompatibilitatskomlexen (MHC- Molekiilen) prasentiert *°. In den
Lymphknoten angekommen verlieren die nun bereits gereiften dendritischen Zellen schnell ihre
Fahigkeit Antigene aufzunehmen; stattdessen synthetisieren sie neue MHC- Komplexe, um den naiven
T- Zellen eine ausreichend hohe Anzahl von Antigen anbieten zu kdnnen >,

Ein weiterer wichtiger Punkt, welcher zur Reifung der dendritischen Zellen gehért und welcher
ebenfalls TLR- vermittelt ablduft, ist die Sekretion weiterer Chemokine, die Expression der
kostimulatorischen ~ Molekile CD80/CD86 (B7-Molekiile) sowie grofer Mengen an
Adhéasionsmolekiilen wie beispielsweise DC- SIGN, mit deren Hilfe dendritische Zellen mit
antigenspezifischen naiven T- Zellen interagieren kénnen 3. Jene molekularen VVorgange, die man auch
als ,,Reifung von dendritischen Zellen* bezeichnet, laufen nur nach Erkennen mikrobieller Pathogene
ab. Die Expression kostimulatorischer Molekiile hat demnach grofRen Anteil an der Unterscheidung
zwischen pathogenen Antigenen und nichtinfektidsen Selbst- Antigenen: Werden Selbst- Antigene auf
MHC- Komplexen exprimiert fiihrt dies, aufgrund fehlender vorangegangener TLR- Stimulation, nicht
zur Bildung der kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86 bzw. Reifung der dendritischen Zelle und

daher nicht zu einer Aktivierung naiver T- Zellen *.

1.2.1.1 Diapedese naiver T- Zellen/ Nexus APC: naive T- Zelle

Da Fremd- Antigene, welche auf MHC- Komplexen prasentiert werden, in stetem Wettbewerb mit
ebenso prasentierten endogenen Peptiden stehen und auch das Vorkommen von T- Zellen, deren T-
Zellrezeptor an einen spezifischen, mit Fremd- Antigen beladenen MHC- Komplex zu binden vermag,
eher gering ist, ist es unabdingbar, dass sowohl T- Zellen als auch antigenpréasentierende Zellen in die
sekundaren lymphatischen Organe abwandern, um dort mit héherer Wahrscheinlichkeit interagieren

zu konnen °.
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Wihrend dendritische Zellen die T- Zellreichen Regionen der sekundaren lymphatischen Gewebe
uber die Lymphbahn erreichen, gelangen naive T- Lymphozyten iiber ,high endothelial venules®
(HEV) zu den entsprechenden Regionen der lymphatischen Organe. Dieser Vorgang besteht aus
mehreren aufeinanderfolgenden Ereignissen und endet schlieBlich mit der Diapedese der naiven T-
Zellen durch das Endothel der HEVs % Zunachst binden Selektine, die in der Membran der naiven T-
Zellen verankert sind an vaskuldre Adressine der Endothelzellen (z.B. CD34, GlyCAM- 1,
MAdCAM-1) und veranlassen so den initialen Kontakt der naiven T- Zellen mit den HEVs der
entsprechenden lymphatischen Gewebe. Um das Endothel zu passieren, bedarf es jedoch weiterhin
dem Zusammenspiel zwischen Integrinen, Chemokinen und Mitgliedern der Immunoglobin-
Superfamilie (Zelladhasionsmolekiilen) " *®. Diese sind nicht nur fiir die Diapedese der naiven T-
Zellen unverzichtbar, sondern spielen auch eine entscheidende Rolle in der darauffolgenden
Interaktion mit antigenprasentierenden Zellen und sind somit fur das Auslosen einer adaptiven

Immunantwort unentbehrlich 2.

Bei den Integrinen sind das B,- Integrin ,,leucocyte functional antigen-1“ (LFA- 1) und das ;-
Integrin ,,very late activation antigen* (VLA), das vor allem auch Effektorzellen zu entziindlichen
Geweben dirigiert, richtungsweisend. Integrine binden an zur Immunoglobin- Superfamilie gehdrende
Zelladhasionsmolekiile, wobei die Affinitat der Bindung durch Kontakt des Chemokins CCL21 mit
dem entsprechenden Chemokinrezeptor CCR7 auf naiven T- Zellen enorm erhéht werden kann °.

Den fiinf Zelladh&sionsmolekilen ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, CD58 und CD2 ist besondere
Bedeutung beizumessen: ICAM-1 und ICAM-2 sind sowohl auf dem Endothel der HEVs, als auch auf
den APCs exprimiert und kommunizieren mit dem Integrin LFA- 1 °. Sie sind somit entscheidend fiir
die Diapedese der naiven T- Zellen sowie den Nexus APC : naive T- Zelle. ICAM-3 hingegen ist nur
auf naiven T- Zellen zu finden und interagiert mit dem Lektin DC- SIGN der dendritischen Zelle °.
Das Adhasionsmolekil CD58, vorzufinden auf APCs, formiert mit auf T- Zellen vorkommenden CD2
einen Komplex und verstarkt somit ebenfalls die Bindung zwischen dendritischer Zelle und naiver T-
Zelle °. Die Funktion des von naiven T- Zellen exprimierten Chemokinrezeptors CCR7 reduziert sich
nicht nur darauf bei der Diapedese mitzuwirken, sondern umfasst, wie bereits erwéhnt, auch die
Migration der naiven T- Zellen zu den entsprechenden lymphatischen T- Zellregionen bzw. zu den
dendritischen Zellen. Verantwortlich hierfiir sind die Chemokinliganden CCL19 und CCL18, die von
Bindegewebszellen der T- Zellzonen bzw. von den reifen dendritischen Zellen selbst produziert
werden ',

Dieser Synergismus von Integrinen, Selektinen, Chemokinen und Zelladhé&sionsmolekiilen fuhrt zur
Diapedese naiver T- Zellen, verbindet reife dendritische Zellen mit naiven T- Zellen in den
entsprechenden Regionen der lymphatischen Organe und legt damit den Grundstein zur Aktivierung

von Effektorzellen des adaptiven Immunsystems.
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1.2.1.2 Aktivierung naiver T- Zellen zu Effektorzellen

In Abhdangigkeit der Prasentation der Antigene auf MHC I- bzw. MHC II- Molekulen, werden von
den dendritischen Zellen entweder CD8 T- Zellen oder CD4 T- Zellen aktiviert. So werden Peptide
virusinfizierter Zellen, welche die entsprechenden Antigene im Zytosol der infizierten Zelle unter
Verwendung des zelleigenen Proteinsynthesemechanismus synthetisieren, auf MHC | Komplexen
prasentiert, wahrend Pathogene, welche via Phagozytose in die Zelle aufgenommen und mittels
Endozytose verarbeitet werden, den CD4 T- Zellen auf MHC Il Komplexen vorgesetzt werden *°.
Dass die Bereitstellung von effizienten, spezifischen MHC- Komplexen TLR- vermittelt ablauft und
dass dies sowohl eine notwendige Voraussetzung fur die Reifung der dendritischen Zelle ist aber,
neben der Produktion der bereits erwahnten kostimulatorischen Molekiile, auch dabei hilft zwischen
Selbst- und Fremdantigenen zu unterscheiden, konnte anhand von Versuchen mit apoptotischen

Zellen gezeigt werden, die keine TLR- Liganden exprimieren **.

Fur die Aktivierung der naiven T- Zellen zu Effektorzellen sind drei verschiedene Signale, ausgehend
von den dendritischen Zellen, notwendig, welche jedoch nur in Kombination zur gewiinschten
Initiierung adaptiver Mechanismen fihren:

Das erste Signal ist antigenspezifisch und resultiert aus der Bindung zwischen dem MHC- Komplex,
welcher Peptide von Pathogenen gebunden tragt, und dem T- Zellrezeptor der naiven T- Zelle. Diese
Bindung ist fiir die Aktivierung einer naiven T- Zelle essentiell °.

Signal 1 beinhaltet demnach die Spezifitdt der Immunantwort, wohingegen das zweite Signal
sicherstellt, dass die T- Zellaktivierung und somit das adaptive Immunsystem nicht beim Erkennen
harmloser, ungefahrlicher Antigene, wie beispielsweise von Selbst- Antigenen, in Gang gesetzt wird:
Bewerkstelligt wird dies, indem der auf den T- Zellen exprimierte Rezeptor CD28 die
kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86 erkennt, bindet und somit sowohl das Uberleben als auch
die Proliferation der T- Zelle sichert. Um unspezifische, nicht Pathogen- assoziierte Aktivierung von
T- Zellen bzw. Autoimmunitat zu vermeiden ist es essentiell, dass beide Signale von der gleichen
dendritischen Zelle ausgehen %°.

Wahrend die Differenzierung von CD8 T- Zellen lediglich auf einen zytotoxischen Phénotyp
beschrankt ist, koénnen sich naive CD4 T- Zellen in unterschiedliche Subpopulationen von
Effektorzellen entwickeln: TH;, TH,, TH;; und regulatorische T- Zellen. Dabei ist Signal 3, welches
sich aus den von APCs produzierten Zytokinen zusammensetzt, wegweisend und flr die

Differenzierung in die jeweilige CD4 T- Zellsubpopulation von entscheidender Bedeutung 2> 2.
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1.2.2 Entdeckung von Toll in Drosophila

Im Jahre 1984 wurde Toll als ein Gen der Fliege Drosophila melanogaster entdeckt, welches
verantwortlich war fiir die dorsal- ventrale Ausrichtung des Embryos %. Erst einige Jahre spater
erkannte man die herausragende Bedeutung jenes Gens, welches fiir einen Transmembranrezeptor
kodiert, im Bereich der immunologischen Infektabwehr: Bei mutanten Drosophilas, deren Toll-
Rezeptor nicht funktionstlichtig war, konnte eine gréRere Anfélligkeit fiir Pilzinfektionen festgestellt
werden, was womdglich hauptsachlich durch die verminderte Transkription des antimykotisch
wirkenden Peptid Drosomycin zu begriinden ist 2. Neben Peptiden, welche sich gegen Fungi richten,
fand man bei Drosophilas auch solche gegen grampositive (Defensin) und gramnegative Bakterien
(Attacin, Cecropins, Drosocin, Diptericin). Peptide gegen Fungi und grampositive Bakterien sind das
Resultat des klassischen Drosophila Toll- Signalweges: So bindet Peptidoglycan, welches in der
Zellwand v.a. grampositiver Bakterien vorkommt, an spezielle Proteine (PGRP) und Pilze an die
Serinprotease Persephone oder den Proteaseinhibitor Necrotic, was schliellich zu einer
proteolytischen Umwandlung von pro- Spatzle zu Spatzle fihrte, einem Aktivator des
Transmembranrezeptors Toll * %,

Uber die Adapterproteine MyD88, Tube und Pelle kommt es in einer intrazellularen Signalkaskade zur
Inaktivierung des Transkriptionsfaktorinhibitors Cactus, dessen Aufgabe es ist eine Translokation der
Transkriptionsfaktoren Dif und Dorsal vom Zytoplasma in den Nukleus und somit die Induktion

antimikrobieller Peptide zu verhindern %

. Peptide, die als Antwort auf gramnegative Bakterien
entstehen, sind nicht das Resultat des klassischen Drosophila Toll- Signalweges, sondern sind das
Produkt aus einer Toll- unabhingigen Kaskade, dem ,,immune deficiency” (imd) Signalweg: Hier
werden ausschlie8lich gramnegative Bakterien von den transmembranen Rezeptoren PGRP- LC und
PGRP- LE erkannt und Ober imd, welches als Adapterprotein fungiert, wird eine intrazellulare
Signalkaskade in Gang gesetzt, die letztendlich in einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors Relish
und somit mit der Induktion von Peptiden, die sich gegen Pathogene richten, endet. Ausgehend von
imd gibt es verschiedene Wege der intrazellularen Weiterleitung. So wird der NF- kB- &hnliche
Transkriptionsfaktor Relish zum einen tiber TAK1, welche IKK proteolytisch spaltet und zum anderen
iiber den FADD- Dredd Signalweg aktiviert > *®. Von TAK1 ausgehend gibt es noch eine dritte, NF-
kB- bzw. Relish- unabhéngige Art der Weiterleitung, den JNK- Signalweg, welcher ebenfalls zur

Produktion entsprechender Peptide fiihrt, jedoch durch Relish negativ reguliert wird %.

Im Jahre 1997 fand man einen homologen humanen Rezeptor, welcher dem Drosophila Toll-
Rezeptor hinsichtlich Struktur und Funktion sehr dhnlich war und welcher die Expression von Genen
induziert, die eine wichtige Rolle bei entziindlichen Vorgangen spielen **. Daher wurde dieser als
Toll- &hnlicher Rezeptor, als Toll- like receptor (TLR) bezeichnet. So besteht der extrazellulédre

Bereich dieses Typ I- Transmembranrezeptors aus einer Leucin- reichen Doméne (LRR), welche der
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Erkennung und Bindung von pathogenen Liganden dient, wéhrend der intrazytoplasmatische Teil dem
des humanen IL- 1 Rezeptor gleicht: Diese sogenannte TIR- Domane (Toll/ IL- 1 Rezeptor) stellt mit
ihren drei Boxen einen wesentlichen Bestandteil der intrazellularen Signalweiterleitung dar * %
Genauere Strukturuntersuchungen zeigten, dass die TIR- Doméne eine zentrale flinf- strdngige
parallele B- Faltblattstruktur enthélt, welche auf jeder Seite von 5 a- Helices umgeben wird.
Verbunden werden diese beiden Strukturelemente durch diverse Schleifen (,loops®), welche in
Kombination mit den benachbarten bereits erwéhnten Boxen 1-3 fur die Interaktion mit

Adaptermolekiilen verantwortlich sind *.

IL-1R TLR

g-like LAfs
gomain

A Y R
= Box 1 ::

= =\ Box 2 [ 4;
| | [ | TIR domain

Abb. 1:Toll/ IL- 1 Rezeptor
(Akira et al, 2004)

Eine Aktivierung der TLRs, welche im Gegensatz zu Drosophila- Toll direkt durch Fremdstrukturen
geschieht, fihrt in vielen Fallen zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- kB und somit zur
Expression NF- «B- kontrollierter proinflammatorischer Zytokine (IL- 1, IL- 6, IL- 12) und
kostimulatorischer Molekiile, welchen wie bereits beschrieben vor allem bei der Aktivierung naiver T-

Zellen eine herausragende Bedeutung zukommt .

1.2.3 Aktivierung von Toll- like Rezeptoren

Derzeit sind 10 humane (TLR 1-10) und 12 murine (TLR 1-9; 11-13) TLRs bekannt, die vorwiegend
an der Plasmamembran der Zelle (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR10), aber auch
intrazellulér, beispielsweise an der Membran der Endosomen (TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9),
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exprimiert werden *'. Géanzlich verschieden sind die unterschiedlichen TLRs jedoch hinsichtlich des
Pools an Liganden, welche sie erkennen kdnnen bzw. welche eine Aktivierung hervorrufen. Mittels
TLR- defizienter Mause und Uberexpressionsexperimenten mit TLR- Genen konnen die
verschiedenen Liganden, welche bakteriellen, viralen, fungalen oder parasitaren Ursprungs sind, den
verschiedenen Rezeptoren zugeordnet werden. Maligebend hierfur waren die Experimente von
Poltorak et al. im Jahre 1998, als Untersuchungen an verschiedenen Lipopolysaccharid (LPS)-
hyporesponsiven Mausstdammen ergaben, dass TLR4 ein wesentlicher Bestandteil des LPS-
Signalweges ist, zumal im Mausstamm C3H/HeJ eine Punktmutation im kodierenden Bereich des
TLR4- Gens fiir das fehlende Ansprechen auf LPS verantwortlich gemacht werden konnte **. Ferner
wurde bei LPS- hyposensiblen C57BL/10ScCr- Mé&usen eine genomische Deletion des TLR4- Gens

% 3 und es konnte ein Defekt in der LPS- Signaltransduktion bei durch Gentargeting

festgestellt
hergestellten TLR4- defizienten Mausen gezeigt werden *. Diese Ergebnisse filhrten zur intensiven
Suche weiterer Liganden, welche von den anderen TLRs erkannt werden. So konnten neben einigen
endogenen Liganden, wie zum Beispiel dem Hitzeschockprotein Hsp60 bzw. Hsp70 % oder
Fibronektin *, in den folgenden Jahren eine ganze Reihe derartiger exogener Liganden identifiziert

werden, die flr einige TLRs folgend auszugsweise dargestellt werden.

Rezeptor Ligand

TLR1 Pam3Cys
triacetylierte Lipopeptide (verschiedene Bakterien und Mykobakterien)
19kDa-Lipopeptide (Mykobakterien)
TLR2 Lipoproteine/Lipopeptide,
Peptidoglycan, Lipoteichonséuren,
Phenol- I6sliches Modulin (Staphylococcus aureus),
Glykolipide (Treponema maltophilum),
LPS (nicht- Enterobakterien: Leptospira interrogan, Porphyromonas gingivalis)
Phopholipomannan (Candida albicans), Tc52 (Trypanosoma cruzi),

Hullproteine von Masernviren, CMV und Herpes simplex Virus Typ |

TLR3 doppelstrangige RNA (Viren) sowie das synthetische Analoga Poly(l:C)
TLR4 LPS (Gram- negative Bakterien), Glucuronoxylomannan (Cryptococcus neoformans),
Taxol

Glycoinositolphospholipide (Trypanosomen)
Fibrinogen, Hitzeschockproteine
TLR5 Flagellin
TLR2/6 diacetylierte Lipopeptide (verschiedene Bakterien und Mykobakterien),
phenol-l6sliches Modulin (Staphylococcus epidermidis)
Zymosan (Saccharomyces cerevisiae)
TLR7 einzelstrangige RNA aus Viren (z.B. Influenzavirus, HIV-1), synthetische Guanosin-

Analoga
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TLR8 einzelstrdngige RNA aus Viren (z.B. Influenzavirus, HIV-1), synthetische
Guanosin- Analoga
TLR9 unmethylierte CpG-DNA aus Viren und Bakterien, Hemozoin (Plasmodium falciparum)
TLR10 Kein Ligand
TLR11 Profilin- like protein (Toxoplasma gondii)

In dieser Arbeit wurden folgende Liganden verwendet:

Peptidoglycan (PGN), auch Murein genannt, ist ein in der Zellwand grampositiver als auch
gramnegativer Bakterien vorkommendes Makromolekil, welches der Zellwand Stabilitdt und
Festigkeit verleiht. Das Grundgerust setzt sich aus den zwei Zuckern N- Acetylglucosamin und N-
Acetylmuraminsdure, welche B (1->4) glykosidisch verknipft sind, sowie aus einem an die N-
Acetylmuraminsaure gekniipften Tetrapeptid zusammen *. Dieses Oligopeptid dient zum einen als
Verbindungsstiick zwischen zwei N- Acetylmuraminséuren und trdgt zum anderen durch die Varianz
der Aminosduren dazu bei, dass eine Vielzahl unterschiedlicher Peptidoglykane identifiziert werden
konnten. PGN wird durch den TLR2 detektiert, mitunter auch durch andere Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems (NOD1, NOD2) * .

Lipopolysaccharid (LPS), setzt sich aus drei Komponenten zusammen (Lipid A, Kern-
Oligosaccharid, O- Antigen) und ist ein integraler und wesentlicher Bestandteil der auleren Membran
gramnegativer Bakterien **. Lipid A, welches historisch auch als Endotoxin bezeichnet wird, bildet
den inneren Teil des Molekils und besteht aus Fettsduren, welche Uber Esterbindungen an ein
Disaccharid gebunden sind. Es wird durch Zerstérung der Zelle freigesetzt und ist derjenige Teil des
LPS, der vom TLR4 als pathogen erkannt wird. Lipid A ist daher fiir die toxische Wirkung des LPS
verantwortlich **. Im Anschluss daran folgt das Kern- Oligosaccharid, welches aus einem inneren und
einem duBeren Teil besteht. Das O- Antigen ist der immunogene Anteil des LPS und bildet
verschiedene Chemotypen aus sich wiederholenden Sacchariden. LPS wird durch den TLR4 in
Kooperation mit CD14 und MD- 2 detektiert *%.

Die meisten TLRs liegen als Monomer vor, wohingegen der TLR1 und TLR6 nur in Verbindung mit
dem TLR2 als Heterodimer (TLR1/ TLR2 bzw. TLR2/ TLR6) auftritt. Diese physische Verbindung
grundet funktionell in der Erkennung von Lipopeptiden, welche durch die beiden unterschiedlichen
Heterodimere genauestens hinsichtlich ihrer Lipidfraktion unterschieden werden kénnen: TLR1/TLR2
erkennt vor allem triacylierte Lipopeptide (PamsCys und 19 kDa-Lipopeptide aus Mykobakterien),
wohingegen TLR2/ TLR6 neben Peptidoglycan, Lipoarabinomannan aus Mykobakterien und dem
Hefebestandteil Zymosan vor allem diacylierte Lipopeptide erkennt 34> #*,

Dass beim Vorliegen als Heterodimer die vollstandige Funktion der beiden einzelnen TLRs eine
grundliegende Voraussetzung fir die Funktion des Heterodimers ist, zeigen Versuche mit

Makrophagen TLR6- defizienter Mé&use, welche nach Stimulation mit diacylierten Lipoproteinen
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keine Antwort in Form von Produktion inflammatorischer Zytokine zeigten, wohingegen diese jedoch
durch triacylierte Lipoproteine hochreguliert werden konnten *. Auch Makrophagen TLR1-
defizienter Mé&use konnten nach Stimulation mit den fiir das Heterodimer TLR1/ TLR2 typischen
Liganden (triacylierte Lipoproteine) keine inflammatorische Reaktion hervorrufen, wohl jedoch nach
Stimulation mit diacylierten Lipopeptiden “* *’. Das Konstrukt ,,Heterodimer bei TLRs* fiihrt nicht
etwa beim Erkennen unterschiedlicher Pathogene als Reaktion zu unterschiedlichen Signalwegen,
sondern grundet vielmehr in der Tatsache, dass durch die Heterodimere ein evolutionarer
Mechanismus geschaffen wurde, das Spektrum der Liganden fur den TLR2 zu erweitern, zu

verbessern 8,

1.2.4 Signalweg der Toll- like Rezeptoren

Durch die Bindung des entsprechenden Liganden an den TLR kommt es zundchst zu einer
symmetrischen Dimerisierung, welche als initiale Aktivierung des TLR- Signalweges gesehen werden
kann 3. Es resultieren konformative Veranderungen, infolge derer es zu einer Zusammenlagerung des
intrazelluléren Teils des TLR, der Toll/ IL- 1 (TIR)- Domane, und somit zur Ausbildung einer TIR-
TIR Struktur kommt. Diese ist Voraussetzung fur die Rekrutierung folgender vier Adapterproteine,
welche selbst eine TIR- Struktur besitzen: myeloid differentiation primary response protein 88
(MyD88) *, MyD88- adapter like (Mal) *° bzw. TIR- domain- containing adapter (TIRAP) >, TIR
domain- containing adapter inducing interferon- p (TRIF) *? bzw. TIR- containing adapter molecule- 1
(TICAM-1) ** und TRIF- related adapter molecule (TRAM) bzw. TICAM-2 ** **. Wie bereits erwahnt
besteht jede TIR- Doméne aus drei Motiven/ Regionen, welche an einem bestimmten Aminosaurerest
lokalisiert sind und als Box 1-3 bezeichnet werden *®. Fiir Interaktionen zwischen zwei Molekiilen,
welche eine TIR- Doméne besitzen, ist nun das Zusammenspiel einer ,,BB-Schleife”, welche sich in
Box 2 befindet und welche die firr den LPS- Signalweg essentielle Aminosaure Prolin besitzt **, und
einer ,,.DD- Schleife* verantwortlich. Auf diese Weise wechselwirken nicht nur Adapterproteine mit
der TIR- Doméne des jeweiligen TLR, sondern auch TLRs untereinander, beispielsweise bei der
Bildung des fiir den TLR2 typischen Heterodimers TLR1/TLR2 *’. Schon allein das Vorhandensein
verschiedener Adapterproteine lasst erahnen, dass nicht alle Mitglieder der TLR- Familie sich
derselben intrazellularen Signalkaskade bedienen, sondern dass es unterschiedliche Wege gibt, die
beiden wichtigsten Transkriptionsfaktoren der Toll- like Rezeptorensignalwege zu aktivieren: NF- kB
und IRF3.
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Abb. 2: Toll- like Rezeptor- Liganden

(aus Kawai et al, 2006)

Zum Kreis der NF- B Transkriptionsfaktoren gehéren p65 (REL- A), REL- B, zytoplasmatisches (c)-
REL, p50 und p52, welche sowohl als Homo- als auch Heterodimere fungieren kénnen. Die am
meisten vorkommende Struktur von NF- kB ist das Heterodimer p50: p65 Rel *. Das Dimer wird
durch die Bindung mit einem entsprechenden Inhibitorprotein (IkB) im Zytoplasma der Zelle in einem
inaktiven Zustand gehalten. Erst die Phosphorylierung durch eine IxkB- Kinase (IKK) fuhrt zur
Polyubiquitinierung mit anschlieBender, Proteasom- vermittelter, proteolytischer Degradation des
Inhibitorproteins *°.

Der IKK- Komplex besteht aus den Untereinheiten IKK- o und IKK- B (auch als IKK1 und IKK2
bezeichnet) sowie der regulatorischen Untereinheit IKK- y, welche in der Literatur oft auch als ,,NF-
kB essential modulator (NEMO) bezeichnet wird ®. Der Faktor NF- B, welcher nun nicht mehr
inhibiert wird, vermag in den Nukleus zu wandern, um dort an die kB- Seite zu binden und die
Transkription inflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL- 1, IL- 6 oder IL- 12 zu veranlassen ** .

Der zweite wichtige Transkriptionsfaktor in der Kaskade der TLRs gehort zur Familie der ,,IFN
regulatory factors® (IRF) und ist fiir die Induktion von Typ I IFNs und IFN- induzierter Gene
verantwortlich %,

Unter den vier genannten Adapterproteinen sind MyD88 und TRIF die jeweils den TLR- Signalweg
charakterisierenden Molekiile, so dass man entweder von einem MyD88- abhangigen oder MyD88-

unabh&ngigen/ TRIF- abh&ngigen Weg spricht.

1.2.4.1 Aktivierung von NF- kB im MyD88- abhangigen Signalweg

MyD88 gilt als zentrales und intensiv erforschtes Adaptermolekdil, welches, abgesehen vom TLR3, bei

fast allen TLRs Verwendung findet. Es besteht aus einer carboxy- terminalen TIR- Domdne, mithilfe
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welcher das Molekil an die TIR- Doméane des TLR rekrutiert werden kann. Durch die amino-
terminale ,,death domain® (DD) ist MyD88 in der Lage die Serin- Threonin Kinase IRAK (IL- 1R-
associated kinase), welche ebenfalls eine ,,death domain* besitzt, an den Rezeptorkomplex zu binden.
MyD88 fungiert daher als Adapter, der TLRs mit Signalmolekiilen per DD- Interaktionen verbindet

63,64

Dass MyD88 im Signalweg der TLRs eine herausragende Bedeutung zukommt, konnte anhand von
MyD88- Knockout M&usen gezeigt werden: So wurde bei Makrophagen bzw. Fibroblasten dieser
Mé&use nach LPS- (TLR4 Ligand) und IL- 1 Stimulation eine drastisch reduzierte Menge an
proinflammatorischen Zytokinen im Vergleich zu wildtype- M&usen festgestellt. AuBerdem konnten
Liganden des TLR2, TLR5, TLR7/8, TLR9 und TLR11 bei Zellen dieser MyD88- Knockout Méause
keine Reaktion hervorrufen, woraus man schliefen konnte, dass die Signalkaskade dieser TLRs
ausschlieBlich tiber MyD88 funktioniert * .

Bis heute konnten vier Mitglieder der IRAK- Familie identifiziert werden: IRAK1, IRAK2, IRAK4
und IRAK- M. Wahrend IRAK1 und IRAK4 intrinsische Kinaseaktivitdt besitzen, fehlt diese bei
IRAK2 und IRAK- M, was eine negative Regulierung des TLR- Signalweges zur Folge hat: So konnte
bei IRAK- M Knockout- Mausen nach Stimulation mit verschiedenen TLR- Liganden eine
Hyperproduktion an inflammatorischen Zytokinen festgestellt werden ®. IRAK4 Knockout- Mause

hingegen bildeten nach TLR- Stimulation keine Zytokine .

Zundchst bindet IRAK4 an MyD88, was die Phosphorylierung der Kinaseaktivitatsschleife von
IRAK1 bedingt. Dies flhrt zur Aktivierung und schlieflich zur Autophosphorylierung von IRAK1,
woraufhin TRAF6 an den MyD88/ IRAK4/ IRAK1- Komplex rekrutiert werden kann *. TRAF6
enth&lt an seiner N- terminalen Seite eine RING- finger Region, welche auch in E3 Ubiquitin- Ligasen
vorzufinden und fiir die weitere Signalleitung der Kaskade essentiell ist "°: So bildet TRAF6 mit dem
,Lubiquitin- conjugating enzyme* (UBC13) und UEV1A, einem UBC &hnlichen Protein, im folgenden
einen Komplex, durch welchen die Lysin 63- Ubiquitinierung von TRAF6 erméglicht wird . Ub-
TRAF6 ist nun in der Lage eine Einheit bestehend aus ,transforming growth factor- B- activated
kinase- 1 (TAK1) und den zwei TAK1- Bindungsproteinen TGF- B binding protein- 1 (TAB1) und
TAB2 zu aktivieren. Wahrend TAB1 die Kinaseaktivitat von TAK1 steigert %, fungiert TAB2 eher als
eine Art Adapter, dessen Aufgabe es ist TAK1 und TRAF6 zu verbinden °. TAK1 phosphoryliert und
aktiviert IKK, was schlie}lich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- kB und letztendlich zur
Produktion inflammatorischer Zytokine fiihrt. Ebenso werden Mitglieder der MAP- Kinasen- Familie
phosphoryliert, welche zur Aktivierung von JNK, p38 und schlussendlich des Transkriptionsfaktors
AP- 1 filhren ™ ™. Die exzeptionelle Bedeutung von TAK1 konnte anhand von TAK1 Knockout-
Mausen nochmals aufgezeigt werden, bei welchen infolge TLR- Stimulation erheblich verminderte
Aktivitat von NF- kB, JNK und p38 festzustellen war .
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MyD88 dient als Verbindungsstick zwischen dem TLR und der nachfolgenden intrazelluléaren
Signalkaskade bei nahezu allen TLR- Familien (auBer TLR3). Jedoch ist im Falle des TLR2 und
TLR4 MyD88 abhangig von einem zusétzlichen Adapter: TIRAP/ MAL """,

Endosome TLR3

O

Cytoplasm

Nucleus

Abb. 3: Toll- like Rezeptorsignalweg
(aus Kawai et al, 2006)

1.2.4.2 Aktivierung von NF- kB im TRIF- abhé&ngigen Signalweg

Makrophagen und dendritische Zellen, welche aus MyD88 Knockout- Mausen isoliert wurden, sind
nicht imstande NF- kB oder MAP- Kinasen zu aktivieren bzw. inflammatorische Zytokine als Antwort
auf eine Vielzahl von TLR- Liganden zu produzieren ™ ®. Fiir den TLR4 Liganden LPS und den
TLR3 spezifischen Liganden Poly I:C trifft dies jedoch nicht zu, auch wenn die Aktivierung von NF-
kB im Vergleich zu wildtype- Mausen verspatet erfolgt ® Weiterhin vermag LPS die Produktion von
IFNB zu induzieren, ebenfalls unabhangig von MyD88 . In diesem Zusammenhang wurde im TLR3-
und TLR4- Signalweg das Adapterprotein TRIF entdeckt mit der F&higkeit NF- kB, MAP- Kinasen
und den IFNp- Promoter unabhéngig von MyD88 zu aktivieren °* ®. Fir die maximale Induktion

inflammatorischer Zytokine bei TLR3 und TLR4 jedoch, ist neben dem TRIF- abh&ngigen auch der
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MyD88- abhédngige Signalweg unverzichtbar, was aus Versuchen mit TRIF Knockout- Mausen
hervorgeht *2.

Im Gegensatz zum TLR3, dessen intrazellulare Signalweiterleitung vollends ohne MyD88 auskommt
und welcher direkt mit TRIF in Verbindung steht, interagiert der TLR4, dessen Signalkaskade Utber
TIRAP/MAL auch MyD88- abhéngig in Gang gesetzt werden kann, nur indirekt, Uber das
Adapterprotein TRAM, mit TRIF *. Abhéngig davon, ob die C- terminale oder die N- terminale
Region des Adapterproteins TRIF mit den nachfolgenden Molekilen in Verbindung tritt, gibt es fir
TRIF zwei Moglichkeiten NF- kB zu aktivieren: Zum einen durch Molekiile der ,,receptor interacting
protein“- (RIP) Familie, welche mit ,,rip homotypic interaction motifs* (RHIM) der C- terminalen
Region von TRIF interagieren ® und zum anderen (iber die TRAF6- TAK1 Kaskade, was auf typische

TRAF6- Bindungsdoménen in der N- terminalen Region von TRIF zuriickgefiihrt werden kann .

1.2.4.3 Aktivierung von IRF3 im TRIF- abhangigen Toll- like Rezeptorsignalweg

Nur TLR3 und TLR4 sind in der Lage Uber das Adapterprotein TRIF, MyD88 unabhéangig, Mitglieder
der Transkriptionsfaktoren IRF zu aktivieren, was zur Induktion von Typ I IFN, besonders IFNp,
fuhrt®. Unter den neun Mitgliedern der IRF- Familie kann lediglich dem IRF3, IRF5 und IRF7 eine
bedeutende Rolle in der Pathogen- vermittelten Signaltransduktion mit anschlieBender Expression von
Typ | IFNs zugesprochen werden. IRF3 wird durch LPS, poly I:C und Virusinfektionen stimuliert und
folglich durch einen Kinasekomplex, bestehend aus IKKs, einer TANK- binding kinase 1 (TBK1) und
IKKi (IKKe), phosphoryliert, mit welchen TRIF durch seine N- terminale Region in Kontakt tritt.
Durch Versuche mit Fibroblasten von TBK1- und IKKi- Knockout- Mé&usen konnte gezeigt werden,
dass jene Kinasen essentiell fiir die Aktivierung von IRF3 sind, welcher nun in den Nukleus

translozieren und die Expression der jeweiligen Zielgene beginnen kann ®¢'.

1.3 Interleukin- 13

Zytokine spielen als inflammatorische Mediatoren eine wichtige Rolle in der Abwehr von Pathogenen
und anderen Strukturen, welche dem Immunsystem fremd erscheinen. Als ein derartig neues Zytokin
wurde IL- 13 im Jahre 1989 als P600 entdeckt und als Protein, das vorzugsweise von aktivierten,
murinen TH,- Zellen produziert wird, beschrieben %. Kurze Zeit spéter gelang es die in humanen
aktivierten Lymphozyten exprimierte ¢cDNA flr IL- 13 zu klonieren und IL- 13 als ein Zytokin zu
charakterisieren, das imstande ist die Produktion inflammatorischer Zytokine, hervorgerufen durch
LPS- Stimulation in humanen Monozyten, zu unterdriicken .

Molekulare Strukturanalysen zeigen humanes IL- 13 als ein 17kDa Glykoprotein, welches aus 132
Aminosauren und mit einer vom eigentlichen Protein abgespaltenen Sequenz von 20 Aminosauren

besteht . Lokalisiert ist das IL- 13 Gen beim Menschen auf Chromosom 531 und in der Maus auf
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Chromosom 11, wobei die Nahe zu den fiir IL- 4, IL- 3, IL- 5 und IL- 9 kodierenden Genen besonders
auffallend ist. Obwohl IL- 13 auf Proteinebene nur zu etwa 25% mit IL- 4 Gbereinstimmt, gibt es
diesbeziiglich zahlreiche Gemeinsamkeiten, welche sowohl strukturelle Charakteristika, vor allem
jedoch funktionelle Eigenschaften betreffen. Bezeichnend hierflr ist die Tatsache, dass IL- 13 und IL-
4 eine gemeinsame Rezeptoruntereinheit, die a- Untereinheit des IL- 4 Rezeptors (IL- 4Ra)
verwenden und konsekutiv Gemeinsamkeiten im weiteren Signalweg aufweisen **. Obwohl IL- 13 vor
allem durch TH,- polarisierte T- Zellen produziert wird, kénnen auch NK- Zellen %, Mastzellen, sowie
basophile und eosinophile Granulozyten an der Produktion von IL- 13 beteiligt sein. Letztere
produzieren IL- 13 vor allem nach Stimulation mit IL- 5, so dass es konsekutiv bei IL- 5 Knockout-
Maéusen zu einer verringerten Produktion von IL- 13 durch THy- Zellen kommt 9,94

Neben IL- 13 produzierenden Zellen gibt es zahlreiche Zytokine und Mediatoren, welche die IL- 13
Produktion beeinflussen und sich somit positiv auf eine TH,- vermittelte Immunantwort auswirken.

Hierzu zahlt IL- 9, IL- 25, sowie Histamin, Adenosin und Endothelin- 1 %,

1.3.1 IL- 13 Rezeptor

1.3.1.1 IL- 4 Rezeptor Typ Il

Anhand der Tatsache, dass IL- 4 als auch IL- 13 die IL- 4 Rezeptoruntereinheit IL- 4Ra in deren
Rezeptorkomplex verwenden, wird deutlich, dass, basierend auf den gemeinsamen funktionellen
Eigenschaften, jene beiden Zytokine auch bezilglich ihrer Rezeptoreigenschaften im Kontext
betrachtet werden mussen:

IL- 4 ist imstande Uber zwei verschiedene Rezeptorkomplexe (IL- 4 Rezeptor Typ I; IL- 4 Rezeptor
Typ 1) zu agieren, bindet jedoch ausschlieRlich an die IL- 4Ra- Kette. Diese ist sowohl im IL- 4
Rezeptor Typ I, welcher aus einem Heterodimer der IL- 4Ra- Kette und einer gemeinsamen y.- Kette
besteht, als auch im IL- 4 Rezeptor Typ Il enthalten. Letzterer setzt sich aus einer IL- 4Ra- und einer
IL- 13Ral- Kette zusammen *. Die Existenz und schlieRlich die Funktionalitat des IL- 4 Rezeptors
Typ 1l konnte mittels Zellen, welche von Patienten mit einer mutierten, defekten v, - Kette gewonnen
wurden bestatigt werden, zumal trotz einem nicht funktionsfahigem IL- 4 Rezeptor Typ | eine IL- 4
Antwort detektiert werden konnte *®.

Umgekehrt zeigten diverse Studien, dass die IL- 4Ra- Kette auch eine Komponente des IL- 13
Rezeptors sein muss, zumal nach Blockierung der IL- 4Ro- Kette mittels eines potenten Antagonisten
sowohl die IL- 4-, aber auch die IL- 13- Antwort inhibiert werden konnte %2,

Der IL- 4 Typ Il Rezeptorkomplex ist somit ein Rezeptor fur IL- 4, welches an die IL- 4Ra-
Untereinheit des Rezeptors bindet und gleichzeitig fir IL- 13, das an die zweite Untereinheit des

Heterodimers, die IL- 13 Roal Kette, bindet. Ohne die IL- 4Ro- Kette im IL- 4 Typ Il
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Rezeptorkomplex wiirde der Rezeptor IL- 13Ral IL- 13 nur mit einer sehr niedrigen Affinitat (K= 2-
10 nmol/L) binden, was flr eine funktionstuchtige Signalweiterleitung nicht ausreichend wére. Durch
die Fusion mit der IL- 4Ra- Kette im IL- 4 Rezeptor Typ Il jedoch ist der Rezeptor IL- 13Ral in der
Lage IL- 13 mit einer hohen Affinitdt (Kd= 400 pmol/L) zu binden und somit einen signalfahigen
Rezeptor zu generieren %,

Im Gegensatz zum IL- 4 Rezeptor Typ I, in dem die vy.- Kette sowohl mit einem humanen als auch
murinen IL- 4Ro interagieren kann um einen signalfdhigen Rezeptor zu konzipieren, ist die
Interaktion im IL- 4 Rezeptor Typ Il vollsténdig abhéangig von der jeweiligen Spezies ***.

IL- 13Ral ist auf den meisten hdmatopoetischen und nicht- hdmatopoetischen Zellen wie humanen
B- Zellen, Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen, eosinophilen und basophilen Granulozyten
sowie Epithelzellen exprimiert. In Ubereinstimmung mit der bekannten Tatsache, dass IL- 4, jedoch
nicht IL- 13, die Differenzierung naiver T- Zellen in TH,- Zellen bedingt, kann keine oberflachliche

IL- 13Ral- Expression auf T- Zellen detektiert werden, weder auf murinen, noch humanen 105,106

1.3.1.2 IL- 13Ra2

Der zweite IL- 13 bindende Rezeptor, IL- 13Ra2, bindet IL- 13 mit hoher Affinitat (Kd= 250pmol/L),
ist jedoch im Gegensatz zum IL- 4 Rezeptor Typ Il nicht féhig eine der dem IL- 4 Rezeptor Typ Il
folgende, ahnliche intrazellulare Signalkaskade in Gang zu setzen. Der kurze zytoplasmatische
Schwanz des Rezeptors, welcher eine Signaltransduktion unwahrscheinlich erscheinen lasst, sowie die
Tatsachen, dass IL- 13Ra2 auch in einer nichtmembranstandigen, I6slichen Form vorkommt und dass
eine Uberexpression des Rezeptors zu einer verminderten IL- 13 Aktivitat fuhrt, deuteten lange Zeit
darauf hin, dass es sich bei IL- 13Ra2 um einen sogenannten , Kdderrezeptor handelt 1%,

Diese Art von Rezeptoren sind fiir den Agonisten wie IL- 13 eine Art ,,molekulare Falle* zumal sie
das Zytokin mit hoher Affinitat und Spezifitdt erkennen und binden, jedoch aufgrund struktureller
Gegebenheiten nicht imstande sind eine Signalweiterleitung in Gang zu setzen. ,,Koderrezeptoren™
sind somit kompetitive Rezeptoren und haben dem Agonisten gegeniiber einen inhibitorischen Effekt.
Jedoch konnte ein Stat6 unabhangiger Signalweg des membransténdigen IL- 13Ra2 gezeigt und somit
dessen Funktion als reiner ,,Kdderrezeptor widerlegt werden: Es konnte gezeigt werden, dass IL- 13
uber IL- 13Ra2 in Makrophagen eine Variante des activator protein 1 (AP- 1), welche c-Jun und Fra-2
beinhaltet, aktiviert, was letztlich zu IL- 13-induzierter TGF- [ (transforming growth factor f3)
vermittelter Fibrose fuhrt. Folglich fihrte im Mausmodell eine Unterbindung der IL- 13Ra2
Expression zu einer verminderten Produktion von TGF- B in oxazolon- induzierter Colitis und
weiterhin die Stilllegung des IL- 13Ra2 Gens bzw. die direkte Blockade des IL- 13Ra2 zu einer

dezimierten Produktion von TGF- B1 mit konsekutiv reduzierter Ablagerung von Kollagen in
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bleomycin- induzierter Lungenfibrose. IL- 13Ra2 ist demnach, neben seiner Rolle als

,JKoderrezeptor”, auch als Schliisselpunkt eines komplexen fibrotischen Programmes anzusehen %,

1.3.2 IL- 13 Signaling

In Ubereinstimmung mit der Tatsache dass IL- 4 und IL- 13 den IL- 4 Typ Il Rezeptorkomplex als
gemeinsamen Rezeptor verwenden, teilen sich die beiden von TH,- Zellen produzierten Zytokine auch
einen gemeinsamen intrazellularen Signalweg 2 '3,

Bindet nun IL- 13 an die IL- 13Ral Untereinheit des IL- 13 bzw. IL- 4 Rezeptorkomplexes fuhrt dies
zur Dimerisierung mit der IL- 4Ra- Untereinheit und schlie3lich zur Aktivierung der Janus Kinasen
(JAKSs), welche mit dem zytoplasmatischen Teil der jeweiligen Untereinheit assoziiert sind. JAKSs sind
Tyrosinkinasen mit jeweils einer katalytischen Doméne und einer Pseudokinasen- Doméne, wobei von
den vier existierenden JAKs (JAK1, JAK2, JAK3, Tyk2) JAK1 und JAK2 mit der IL- 4Ra- und Tyk2
mit der IL- 13Ral- Untereinheit assoziiert sind ** .

JAKs koénnen an die in beiden Untereinheiten enthaltenen Prolin- reichen Regionen binden was
schliellich zur Phosphorylierung der zytoplasmatischen Tyrosinreste der IL- 4Ra- Untereinheit mit
konsekutiver Rekrutierung und Phosphorylierung von STAT6, einem zytoplasmatischem
Transkriptionsfaktor, fiihrt .

Die IL- 4Ra- Untereinheit enthélt insgesamt die 5 Tyrosinreste Y497, Y575, Y603, Y631 und Y713,
welche allesamt eine bedeutende Funktion im IL- 4 bzw. IL- 13 Signalweg innehaben: Wéhrend Y
497 fur die Rekrutierung von IRS-1 und IRS-2 (insuline receptor substrate) nach IL- 4 Stimulation zur
IL- 4Ra- Kette zustandig ist **" und der Tyrosinrest Y713 als Teil eines inhibitorischen Motives zur
negativen Regulation von IL- 4 und IL- 13 Antworten beitragt **®, fungieren die Tyrosinreste Y575,
Y603 und Y631 als STAT6- Anlegestellen *°. Die durch die JAKs phosphorylierten Tyrosinreste der
IL- 4Ro- Kette dienen demnach als Anlegestellen fiir die im weiteren Signalweg wichtigen Molekule
STAT6 und IRS-1/IRS-2. Sowohl die Stimulation des IL- 4 Typ Il Rezeptorkomplexes durch IL- 4 als
auch durch IL- 13 endet im Signalweg der IL- 4Ra- Untereinheit, so dass die JAKs lediglich als
Briickenmolekiile angesehen werden kdnnen, die den IL- 13 Signalweg mit dem IL- 4 Signhalweg
verbinden.

Die Rekrutierung und Aktivierung von STATG6 erfolgt hierbei folgendermalien: STATG6 interagiert
mithilfe seiner SH2 Doméne mit den phosphorylierten Tyrosinregionen der IL- 4Roa- Kette, wird
daher selbst phosphoryliert und nach Dimerisierung mit einem zweiten phosphorylierten STAT6
Molekiil schlieBlich aktiviert **°. Aktiviertes STAT6 transloziert in den Nukleus und bindet dort an
spezifische DNA- Elemente um die Transkription verschiedener Gene zu initiieren. In Anwesenheit
von IL- 4 bzw. IL- 13 wird die STAT6 Aktivierung unbegrenzt lange aufrechterhalten, wobei gezeigt

werden konnte, dass zur Erhaltung der STAT6 Aktivitadt sowohl eine permanente JAK- Aktivierung
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wie auch ein besténdiger Kreis an Aktivierung, Deaktivierung, nukledrem Export sowie einer erneuten
Aktivierung unabdingbar sind '*.

Die Proliferation, das Wachstum und das Uberleben vieler Zelltypen sind Eigenschaften, welche
ebenfalls IL- 13 vermittelt ablaufen konnen. Verantwortlich hierfir ist jedoch nicht der bereits
dargestellte JAK/STAT Signalweg, sondern vielmehr das am Tyrosinrest Y497 phosphorylierte und
damit aktivierte IRS- 1 bzw. IRS- 2: Jene interagieren entweder mit der Phosphoinositol- 3- Kinase
(PI3- Kinase), dessen Aktivierung zu den beschriebenen Eigenschaften fuhrt oder (ber das
Adapterprotein growth factor receptor- bound protein 2 (Grb2) mit dem Ras Aktivatorprotein SOS,

dessen funktionelle Eigenschaft im IL- 13 Signalweg bislang nicht vollstandig geklart ist "> 1%,

IL- 13 modifiziert auf diese Weise die Genexpression von Proteinen, welche in typischen biologischen
Funktionen von IL- 13 wie der Initiierung einer eosinophilen Entziindung, Produktion von Kollagen,

einer Hypersekretion von Schleim oder der Ausscheidung von Parasiten involviert sind.

1.3.3 Biologische Funktionen von IL -13

IL- 13 hat in vielen verschiedenen Zelltypen eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen, welche
vornehmlich in der Pathogenese allergischer Fehlregulationsstérungen eine wichtige Rolle spielen und
somit die Uberaus bedeutende immunregulatorische Rolle von IL- 13 aufzeigen. Augrund der
Tatsache, dass IL- 4 und IL- 13 einen gemeinsamen Rezeptorkomplex verwenden und auch
hinsichtlich ihres Rezeptorsignalweges Gemeinsamkeiten aufzeigen, erscheint es nicht ungewdohnlich,
dass sie sich auch in funktioneller Hinsicht zumindest in einigen Punkten decken. Durch die
Verwendung entsprechender Knockout- Ma&use, neutralisierenden Antikorpern und Antagonisten
konnte jedoch gezeigt werden, dass IL- 13 mehrere Funktionen besitzt, welche sich von denen des
Zytokins IL- 4 unterscheiden:

Als eines der wichtigsten Beispiele einer gemeinsamen Funktion ist der Effekt der beiden Zytokine
auf humane B- Zellen zu nennen. Beide induzieren eine mit einer Proliferation der B- Zellen
einhergehenden Abédnderung der produzierten Antikorperklasse in IgG4 und IgE (,,class switching®)
und flihren auBerdem, was auch in Monozyten zu beobachten ist, zur vermehrten Expression diverser
Oberfl&chenantigene wie beispielsweise dem IgE Rezeptor CD23 oder dem MHC Molekil der Klasse
I1 sowie zur vermehrten Expression von Mitgliedern der Integrin Familie *** *** . Zusatzlich zu den
beschriebenen  immunstimmulatorischen  Eigenschaften  kénnen dem  Zytokin IL- 13
antiinflammatorische Eigenschaften zugesprochen werden: So inhibiert IL- 13 die von Makrophagen
und Monozyten induzierte Produktion proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise
Prostaglandinen, IL- 1, IL- 6, IL- 8 und TNFo ' *#". IL- 13 als ein von TH,- Zellen produziertes

Zytokin ist demnach in der Lage Zytokine, welche typischerweise der TH;- Antwort zugeordnet
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werden konnen, zu unterdriicken. Bereits 1997 gab es erste Hinweise, dass diese Reduktion
proinflammatorischer Zytokine wohl zu einem Grof3teil vom nukleéren Faktor- kB (NF- kB) gesteuert
wird '?8, Weiterhin kann IL- 13 in eosinophilen Lymphozyten und Mastzellen eine das Uberleben
fordernde und die Rekrutierung und Aktivierung steuernde Funktion zugesprochen werden, wobei in
Mastzellen der Hauptfokus sicherlich in der durch IL- 13 getriggerten zusatzlichen Synthese von IgE
zu sehen ist *** **°. Die Rekrutierung von Eosinophilen wird hierbei durch die zusatzliche Induktion
vaskularer Zelladhasionsmolekile in Endothelzellen erleichtert, was die These unterstiitzt, dass sich
die Effekte von IL- 13 nicht nur auf Zellen der nichthamatopoetischen Zellreihe beschrankt **: So
konnten die Proliferation und Kontraktilitat betreffende IL- 13- induzierte Effekte in Muskelzellen,
wie auch eine vermehrte Kollagen I- Synthese in humanen Fibroblasten beobachtet werden **.

Ein Gebiet bzw. Organsystem in welchem die biologische Aktivitat von IL- 13 ganz besonders
intensiv untersucht wurde stellt das bronchiale System bzw. die Lunge dar:

Wiahrend IL- 13, im Gegensatz zu IL- 4, bezlglich der Differenzierung naiver CD4+ Zellen in Zellen
der TH,- Antwort initial keinen bedeutenden Effekt hat, scheint es jedoch zu einem spateren Zeitpunkt
einen herausragenden Stellenwert einzunehmen, ndmlich in der durch allergische Reaktionen
hervorgerufenen, TH,- vermittelten Entziindungsphase. Hierbei flhrt IL- 13 zu einer allergischen
Entziindung des bronchialen Systems im Kontext einer asthmatischen Erkrankung und ferner zu einer
Entziindung der Luftwege mit Mehrproduktion bzw. Hypersekretion von Schleim **. Letzteres konnte
anhand Versuchen transgener Mause gezeigt werden, in denen lungenspezifisch IL- 13 tberexprimiert
wurde. Umgekehrt fiihrte eine Blockade von IL- 13 zur signifikanten Reduktion entziindlicher Herde.
Die lungenspezifischen Verénderungen, hervorgerufen durch IL- 13, spiegeln dessen Effekt auf
Epithelzellen wieder. So kommt es beispielsweise zu einem Abfall der ziliaren Flimmerfrequenz bzw.
zur Metaplasie von Becherzellen *** ', Dass IL- 13 als wichtiges Effektormolekiil neben Asthma
auch eine chronisch obstruktive Lungenkrankheit (COPD) zu induzieren vermag, zeigen Versuche,
welche IL- 13 als Stimulator lungenspezifischer Metalloproteinasen und Cathepsinproteasen sehen ¥,
Es ist bekannt, dass Wirmer als Parasiten eine starke TH,- Antwort induzieren kénnen, wobei diese
Antwort durch die Miteinbeziehung von Mastzellen und Eosinophilen sowie durch die Produktion von
IgE/IgA- Antikorpern und Schleim gekennzeichnet ist. Durch eine TH,- vermittelte vermehrte
Steigerung der Muskelkontraktilitat in der Darmwand sowie der Hyperplasie von Becherzellen werden
Parasiten im Darmlumen ,eingefangen und anschlieBend geméafl einem ,weep and sweep®-
Mechanismus ausgeschieden **.

In Studien mit IL- 4-, IL- 13-, STAT6- und IL- 4Ra- Knockout- Mdusen konnte, anhand der
Tatsache, dass STAT6- und IL- 4Ra- Knockout- M&use sowohl mit Fehlern in einer IL- 4 als auch
einer IL- 13 Antwort behaftet sind und daher Unterschiede zwischen IL- 4- und IL- 4Ra- Knockout-
Maéusen eindeutig der Funktion von IL- 13 zugeordnet werden kann, die in der Abwehr von Parasiten
Uberaus bedeutende Funktion von IL- 13 gezeigt werden. So steht beispielsweise einer normalen

Ausscheidungfahigkeit des Wurmes Nippostrongyloides brasiliensis in IL- 4 Knockout- Mausen eine
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vollkommene Unfahigkeit in STAT6- und IL- 4Ra- Knockout- Mausen gegentiber, so dass IL- 13,

welches als einzig bekanntes Zytokin neben IL- 4 den IL- 4 Typ Il Rezeptorkomplex verwendet, fir

den Schutz des Wirtes verantwortlich gemacht werden kann 13813,
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Biophotometer

Brutschrank HeraCell

ELISA- Reader

FACS Calibur

Midi- MACS Magnet

PCR light cycler

PEN

Quarzkuvette Suprasil 10 mm Schichtdicke
Spannungsgeber Power Pac 300
Thermomixer compact

Vortex Genie 1

Zahlkammer Neubauer improved
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Megafuge 1.0R

2.1.2 Verbrauchsmaterial

1,5 ml Eppendorfgefalie

10 ml Spritzen

2,0 ml Eppendorfgefale

20G Kaniilen

24- Well Platten

6- Well Platten

5 ml Rundboden-(FACS-)Rohrchen
96- Well Platten mit rundem Boden
96- Well MaxiSorp™

Cell Scraper 25 mm

Insulinspritze

LS Separation Columns
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Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Molecular Devices, Sunnyvale, USA
BD, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Hellma, Millheim

Bio- Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, New York, USA
Schubert und Weiss, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Corning, Kaiserslautern

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Corning, Kaiserslautern

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Corning, Kaiserslautern
Corning, Kaiserslautern

BD Falcon, Heidelberg,
Corning, Kaiserslautern
Nunc, Rochester, NY, USA
TPP, St. Louis, USA

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Miltenyi, Bergisch Gladbach
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Parafilm Pechiney Plastic, Menasha,WI, USA
PCR Kapillaren Roche, Mannheim

PCR Pipetten Roche, Mannheim

Petrischale 100 mm x 20 mm, Non pyrogenic Corning, Kaiserslautern

PP Rohrchen 15 ml (Falcon) Greiner Bio-one, Kremsmunster
PP Rohrchen 50 ml (Falcon) Greiner Bio-one, Kremsmunster
Steritop-Filtereinheit, 250 ml Millipore, Billerica, MA, USA
Wasserschale Corning, Kaiserslautern
Zellkulturflasche 125 cm? Corning, Kaiserslautern
Zellkulturflasche 75 cm? Corning, Kaiserslautern
Zellsiebe, 70 um BD Falcon, Heidelberg,

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Fertiglosungen

alL- 12 eBioscience, San Diego, CA, USA
alL-4 eBioscience, San Diego, CA, USA
Albumin bovine serum (BSA) Biomol, Hamburg

CD28 BD, Franklin Lakes, NJ, USA
CD3e BD, Heidelberg

Chloroform Merck, Darmstadt

DEPC Wasser Ambion, Foster City, USA

EDTA 500 mM Merck, Darmstadt

Ethanol 75% Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt

Fetal calf serum (FCS) Biochrom, Berlin

Fix Perm eBioscience, San Diego, CA, USA
Formaldehyd Merck, Darmstadt

Glutamin Biochrom, Berlin

GM- CSF PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
GolgiPlug BD, Franklin Lakes, NJ, USA
IFNy Millipore Biosciences, Temecula,USA
IL-13 PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
IL-2 eBioscience, San Diego, CA, USA
IL- 25 PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
lonomycin Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA
Isopropanol Merck, Darmstadt

LPS Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Natrium- Acetat 3M
Penicillin/Streptomycin
PeqGold Universal Agarose
PGN

PMA

Reagent A, Reagent B

riL- 12

riL- 4

Stop solution (H,SOy)
TMB

Quickload 100bp DNA Ladder
Trizol

Trypanblau 0,5%

B- Mercaptoethanol

2.1.4 Kits

BC Assay Protein Quantitation Kit

CD4+ T cell isolation kit

FoxP3 Staining Kit

OptEIA™ Set Mouse IL- 10

OptEIA™ Set Mouse IL- 12 (p40)

QIAquick Gel extraction kit

SuperScript 111 First Strand Synthesis Super mix
Sybr Green

TransFactor Extraction Kit

TransFactor NF- kB p65 Colorimetric Kit

2.1.5 Antikorper

Anti- Maus CD11b+ MicroBeads
Anti- Maus CD4+ MicroBeads
FITC- anti mouse CD80

FITC- anti mouse CD86

FITC- anti mouse IFNy

FITC- anti mouse TLR2
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Merck, Darmstadt

Gibco, Paisley, UK

Peglab, Erlangen

Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Interchim, San Pedro, CA, USA
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
Merck, Darmstadt

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
NEB, Ipswitch UK

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Biochrom, Berlin

Gibco, Paisley, UK

Uptima, Montlucon, Frankreich
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
eBioscience, San Diego, CA, USA
BD, San Diego, CA, USA

BD, San Diego, CA, USA
QIAGEN, Hilden

Invitrogen, Carsbad, CA, USA
Roche, Heidelberg

Clontech, Mountain View, CA, USA
Clontech, Mountain View, CA, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
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PE- anti mouse CD11b+
PE- anti mouse IL- 13

PE- anti mouse TLR4

PE- Cy5- anti mouse CD4+

Isotypkontrollen:

FITC- Armenian Hamster 1gG
FITC- Rat 1gG2a,

PE- 1gG2b,x

FITC- Rat IgG2b

PE- mouse 1gG1, «

FITC- Rat IgG1,

PE Cy5 IgG2b, «

PE- Rat IgG1,

2.1.6 Oligonukleotide

TLR2 For 5’ -gtaggg gettcacttctctgct - 3

TLR2 Rev 5’ - ggc gtc tce cte tat tgt att g - 3°

TLR4 For 5’ - agg aag ttt tct tgg act aac agg ttt aga - 3’
TLR4 Rev 5’ - aaa ttg tga gcc aca ttg agt ttc - 3°
mAktin For 5’ - aga ggg aaa tcg tgc gtg ac - 3°

mAktin Rev 5’ - caa tag tga tga cct ggc cgt - 3°

CD14 For 5’ -gccgcagectggaatacct -3’

CD14 Rev 5’ - ggg aag acg cgg acc tgt t- 3°

2.1.7 Puffer und Zellkulturmedien

Phosphate buffered Saline (PBS)

Hank’s buffered salt solution (HBSS)

Lysepuffer

RPMI 1640
+10% FCS

+ 1% Penicillin/Streptomycin

+ 1% Glutamin
+ 0,1% B-Mercaptoethanol

eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA

eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA

TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin

PAA, Pasching, Osterreich
Gibco, Paisley, UK

Lonza, Basel, Schweiz
Gibco, Paisley, UK

Gibco, Paisley, UK

25
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DMEM Glutamax Gibco, Paisley, UK
+10% FCS
+ 1% Penicillin/Streptomycin

RIPA- Puffer:
PBS
1% NP40 Alternative Merck, Darmstadt
0,5% Natriumdesoxycholat Merck, Darmstadt
0,1% SDS Merck, Darmstadt

MACS- Puffer:
PBS
2mM EDTA
75uM BSA

TAE (10x):
H,0 Merck, Darmstadt
0,4M TRIS Merck, Darmstadt
0,01M Essigsaure
0,2M EDTA-Na2

Agarosegel (1%0):
H,O
67% TAE (1x)
1% (w/v) Agarose
0,007% Ethidiumbromid

Wasch- Puffer:
PBS
0,05% Tween- 20 Sigma, Steinheim

2.1.8 Versuchstiere

Balb/c, weiblich Charles River, Sulzfeld

2.1.9 Software

Cell Quest, Version 3.1 BD, Heidelberg

FlowJo Tree Star Inc., Ashland, OR, USA
GraphPad Prism, Version 5.0 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA
SoftMax, Version 2.31 Molecular Devices Corp., Sunnyvale,

USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 J774- Zellen

In Versuchen zum Nachweis von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, zur quantitativen
Darstellung der mRNA von TLRs und in etwaigen FACS- Versuchen wurde, neben CD11b+ Zellen
aus Milz und Knochenmark, die murine Makrophagen- Zelllinie J774 verwendet. Diese wurde mit
Dulbeccos’s Minimal Essential Medium (DMEM) unter Zusatz von 10% fetalem Kélberserum (FCS,
fetal calf serum), 1% L- Glutamine und 1% Penicillin- Streptomycin im Brutschrank (37°C, 5% CO,,
90% Luftfeuchtigkeit) unter sterilen Standardbedingungen in 75 ml bzw. 125 ml Zellkulturflaschen
kultiviert. Das Medium wurde in Intervallen von 48- 72 h gewechselt und bei Erreichen von
Subkonfluenz wurden die Zellen auf weitere Zellkulturflaschen gleichmaRig gesplittet, um eine
kontinuierliche Zellexpansion zu gewahrleisten. Hierfir wurde das Medium aus der Flasche
abgesaugt, die Zellen kurz mit PBS gewaschen und schlieRlich wurden die Zellen mit einem Cell
Scraper vom Boden der Zellkulturflasche geschabt, bevor diese wieder mit Medium resuspendiert und

auf die anderen Flaschen verteilt werden konnten.

2.2.1.2 Dendritische Zellen aus dem Knochenmark

Zur quantitativen Darstellung des Transkriptionsfaktors NF- kB wurden dendritische Zellen aus
murinem Knochenmark in Kultur gebracht. Dazu wurde aus dem Mark von Femur und Tibia gesunder
Balb/c- Mduse eine Einzelzellsuspension hergestellt und die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen,
d.h. die Suspension wurde mit HBSS aufgefullt, fiir 10 min bei 300 g zentrifugiert und der jeweilige
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit RPMI- 1640 Medium unter Zusatz von 10% FCS, 1%
Streptomycin- Penicillin, 1% L- Glutamine und 0,1% B- Mercaptoethanol mit einem definiertem
Volumen resuspendiert, durch ein Sieb (70um) gefiltert und schlielich die Anzahl vitaler Zellen
mittels Trypanblauausschluss durch eine Neubauer- Zahlkammer bestimmt. Trypanblau férbt bereits
tote Zellen blau, so dass die vitalen Zellen als ungefarbte Zellen differenziert werden kénnen. 10 pl
der Zellsuspension wurden entnommen, in ein Eppendorf Cup tberfihrt und diese mit der gleichen
Menge Trypanblau vermischt, so dass eine 1:2 Verdunnung der urspringlichen Konzentration
entstand. 10 pl dieser verdiunnten Suspension wurden in die Neubauerkammer gegeben und alle
vitalen Zellen in vier Quadranten ausgezahlt. Aus den vier Zellzahlen wurde der Mittelwert (MW)

berechnet und zur Ermittlung der Zellkonzentration folgende Formel verwendet:
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MW x Verdunnungsfaktor x 10* x Ausgangsvolumen zeyisuspension

= Zellzahl n [ Zellen/ Ausgangsvolumen zeyisuspension ]

Der Verdiinnungsfaktor bei einer Verdiinnung von 1:2 (10 pl Zellsuspension+ 10 pl Trypanblau)
betragt demnach 2.

Zur weiteren Kultivierung wurden 1x 107 Zellen/ml Medium in einer Petrischale ausgesat und mit GM
— CSF (40 ng/ml), einem die Differenzierung der Zellen unterstiitzenden Faktor, versetzt. Unter
sterilen Standardbedingungen wurden jene Zellen in Kultur gehalten bevor am Tag 3 alle nicht-
adh&rent gewordenen Zellen, zumeist Granulozyten, aus der Schale abpipettiert werden konnten.
Erneut wurde mit GM- CSF versetztes Medium hinzugegeben und die Zellen wurden flir weitere vier
Tage kultiviert. Am siebten Tag konnten die nicht- adhérent gewordenen Zellen, welche nun zu
dendritischen Zellen differenziert waren, vorsichtig abpipettiert und nach erneuter Zahlung mit der

Neubauerkammer im Versuch eingesetzt werden.

2.2.2 Zellisolierung durch magnetische Markierung (MACS)

Zur Isolierung von Zellpopulationen aus der Milz oder dem Knochenmark von Balb/ c- Mé&usen wurde
ein Verfahren verwendet, mit dessen Hilfe eine magnetische Zellsortierung (MACS = magnetic
activated cell sorting) durchgefiihrt werden konnte. Dies stellt eine Alternative zum Zellsortierer im
Durchflusszytometer (FACS) dar und wird, aufgrund der relativ giinstigen Kosten und der stetigen
Verflgbarkeit, oft verwendet. Das MACS Zellsortiersystem arbeitet mit sogenannten MicroBeads.
Dies sind superparamagnetische Partikel von geringer GréBe (50 nm), welche mit einem
monoklonalen Antikorper verbunden sind. Somit kann ein beliebiges, fir die Zielzelle
charakteristisches, Oberflachenmerkmal und daher auch die entsprechende Zielzelle selbst direkt mit
einem Antikoérper und indirekt mit einem magnetischen Partikel markiert werden. Die markierten
Zielzellen werden, innerhalb eines starken Magnetfeldes, in speziellen MACS- Trennsdulen
zuriickgehalten und kénnen somit in der Sdule kumuliert werden, wohingegen nicht- markierte Zellen
die Séule ungehindert passieren kénnen und letztendlich ausgewaschen werden. Aufgrund der
geringen GroRe und der Biodegradierbarkeit sind jene MicroBeads weder im FACS, noch im
Lichtmikroskop sichtbar und stéren den Stoffwechsel der Zielzellen nicht merklich.

Um die gewinschten Zielzellen zu erhalten gibt es die Mdglichkeit einer Positiv- oder einer
Negativselektion. Bei ersterem werden die Zellen, welche das gewiinschte zu detektierende Merkmal
besitzen, direkt mit MicroBeads und somit mit einem Antikérper und dem daran befestigten
magnetischen Partikel markiert und beim Durchlauf durch die MACS- Trennsdule aufgrund der
magnetischen Wirkung in dieser festgehalten. Die Ubrigen nicht gewiinschten Zellen passieren die
Séaule ungehindert und werden in nachfolgenden Waschschritten aus der Séule ausgewaschen. Um die

Positivfraktion aus der S&ule zu eluieren, wird diese, nachdem die S&ule aus dem Magnetfeld
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genommen wurde, bis oben hin mit Puffer geflllt und mit einem der Trennsdule beiliegendem
Stempel kraftvoll durch die S&ule gepresst, um somit die gewiinschten Zellen mechanisch
herauszuwaschen.

Bei der Negativselektion werden alle Zellen, welche das gewtinschte Merkmal der Zielzellen nicht
besitzen mit MicroBeads markiert, so dass diese in der Trennsdule zuriickgehalten werden und die
gewtinschte Zellpopulation, welche unmarkiert bleibt, ungehindert die S&ule passieren kann. Um alle
unerwiinschten Zellen abzudecken wird hierfir meist ein Cocktail aus verschiedenen Antikorpern
verwendet, welche sich jeweils spezifisch gegen Oberflachenmerkmale bestimmter Zellpopulationen
richten. Diese Antikorper fungieren bei dieser Art der Selektion als PrimarantikOrper, gekoppelt mit
z.B. Biotin, gegen welches sich nun der eigentliche MicroBead (monoklonaler Sekundérantikdrper +

superparamagnetischer Partikel) richten kann.

2.2.2.1 Magnetische Isolierung von CD4+ Zellen

CD4+ Zellen wurden aus der Milz gesunder Balb/c- Méuse per Negativselektion isoliert. Vor der
Organentnahme wurde das Versuchstier mit Ether betdubt und anschlieBend getdtet. Bei der
Verwendung mehrerer Versuchstiere wurden die bereits enthommenen Milzen in HBSS aufbewahrt.
Die gesamte nachfolgende Zellaufreinigung erfolgte unter sterilen Bedingungen: Die Milz wurde in
ein 70 um Zellsieb, welches auf einem 50 ml Falcon befestigt war, gelegt und mit einer Schere
halbiert. Mit dem Stempel einer 5 ml Spritze wurden die Gewebsstiicke zermahlen und durch
zwischenzeitliches Spulen mit HBSS eine Einzelzellsuspension hergestellt. Diese wurde anschlielend
bei 1500 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C in einer Heraeus Megafuge 1.0 zentrifugiert. Im Folgenden wird
dieser Schritt als ,,waschen“ bezeichnet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet, pro
verwendeter Milz, mit 1 ml hypotonen Lysepuffer resupendiert und fur 3 min auf Raumtemperatur
inkubiert. Die im Pellet vorhandenen Erythrozyten wurden auf diese Weise eliminiert, zumal jene
durch den Lysepuffer anschwellen und letztendlich platzen. Die Suspension wurde auf 10 ml mit
HBSS aufgefillt und erneut gewaschen, um die Einzelzellsuspension von den geplatzten Erythrozyten
zu befreien. Das Pellet wurde in 15 ml Zellkulturmedium resuspendiert und erneut durch ein 70 um
Sieb gegeben, um die Suspension von eventuellen Fett- und Bindegewebsriickstdnden zu trennen.
AnschlieBend wurde die Zahl vitaler Zellen mittels Trypanblau- Exklusion bestimmt und die
Suspension erneut gewaschen. Das Pellet wurde in 4 pl MACS- Puffer pro 1x10° Zellen
aufgenommen und anschlieRend fur 10 min auf 4°C mit dem Biotin- Antibody Cocktail des ,, CD4+ T
Cell Isolation Kit“ inkubiert, wobei pro 1x 10° Zellen genau 1 ul dieses Cocktails verwendet wurde.
Dieser besteht aus Biotin- markierten Antikérpern gegen murine nicht- CD4+ Zellen bestehend aus
Antikorpern gegen B- Zellen (anti- CD45R/B220), Erythrozyten (anti- TER 119), Monozyten/
Granulozyten (anti- CD11b), NK- Zellen (DX5) und zytotoxische T- Zellen (anti- CD8). Im néchsten
Schritt wurden pro 1x 10° Zellen nochmals 3 pl MACS- Puffer zur Verdiinnung der Suspension und 2

pl anti- Biotin MicroBeads, welche ebenfalls im Kit enthalten waren, hinzugegeben und fur 15 min
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auf 4°C inkubiert. Alle nicht- CD4+ Zellen waren somit mit einem superparamagnetischen MicroBead
markiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Suspension auf 20 ml mit MACS- Puffer aufgefullt,
erneut gewaschen und das Pellet mit 3 ml MACS- Puffer resuspendiert. Durch nochmaliges
pipettieren durch ein 70 pm Sieb konnte die Zellsuspension nochmals von eventuellen
Verunreinigungen befreit werden. Weiterhin wurde eine LS- Trennséaule in einem Midi- MACS-
Magneten fixiert und mit 3 ml MACS- Puffer gespilt bevor die mit MicroBeads markierte
Zellsuspension auf die Sdule gegeben werden konnte. CD4+ Zellen waren nicht magnetisch markiert
und daher in der Negativfraktion enthalten. AnschlieBend wurde die Sdule mit 3x 3 ml MACS- Puffer
nachgesplilt, wobei der gesamte Durchlauf als Negativfraktion in einem 15 ml Falcon mitaufgefangen
wurde. Diese wurde abzentrifugiert, mit kalten PBS gewaschen und schlieRlich wurden die CD4+
Zellen im Zellmedium aufgenommen und deren Anzahl vitaler Zellen mittels Trypanblau- Exklusion

bestimmit.

2.2.2.2 Magnetische Isolierung von CD11b+ Zellen

CD11b+ dendritische Zellen wurden entsprechend dem jeweiligen Versuch entweder aus dem
Knochenmark oder der Milz gesunder Balb/c- Méause per Positivselektion isoliert. Wenn nicht anders
vermerkt, entsprechen die jeweiligen Arbeitsschritte der Isolierung CD4+ Zellen. Zur Herstellung
einer Einzelzellsuspension aus Zellen des Knochenmarks wurden sowohl Femur als auch Tibia der
Maus von Muskel, Bindegewebs- und Fettresten mit einer Schere befreit und schlieBlich enthommen.
Bis zur Verwendung beim n&chsten Arbeitsschritt wurden die Knochen in HBSS verwahrt. Die
gesamte nachfolgende Zellaufreinigung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zum Herauslésen des
Knochenmarkes wurde eine schwarze 10G Nadel auf einer 10 ml Spritze angebracht und diese mit
HBSS gefiillt um schlieBlich das Knochenmark herauszuwaschen und in einer Petrischale zu sammeln.
Dann wurde das in der Schale in HBSS schwimmende Mark mit einer Spritze wieder aufgezogen und
durch ein 70 um Sieb in ein 50 ml Falcon gespritzt. Nach einem Waschvorgang wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet mit 1 ml Lysepuffer pro Maus resuspendiert und fiir 3 min inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt wurde das Pellet in 10 ml HBSS aufgenommen, durch ein Sieb in einen
neuen Falcon pipettiert und schlieBlich die Zahl vitaler Zellen durch Trypanblau- Exklusion bestimmt,
bevor die Zellen wiederum abzentrifugiert wurden. Das Pellet wurde pro 1x 10° Zellen mit 9 pl
MACS- Puffer und 1 pl CD11b MicroBeads resuspendiert und bei 4°C fur 15 min inkubiert. Mithilfe
eines Midi- Macs Magneten und einer LS- Trennsdule folgte im n&chsten Schritt die Aufreinigung der
Zellen im Sinne einer Positivselektion. Um die gewinschten Zielzellen aus der Saule mit dem
beiliegenden Stempel herauszudriicken, wurden 5 ml MACS- Puffer verwendet. Der Durchlauf
entspricht somit den nicht- CD11b+ Zellen und wurde verworfen. Die CD11lb+ Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und schlie3lich in Zellkulturmedium aufgenommen um die Zahl vitaler

Zellen mittels Trypanblau- Exklusion zu bestimmen.
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2.2.3 Stimulation mit Toll- like Rezeptor stimulierenden Substanzen

2.2.3.1 Stimulation von J774- Zellen und CD11b positiven Zellen

Fir sémtliche Versuche, mit Ausnahme der FACS- Analyse der CD4+ Zellen, wurden die
verwendeten Zellen (J774- Zellen, CD11b+ Zellen, dendritische Zellen aus dem Knochenmark) nach
folgendem Schema stimuliert: Unter Verwendung einer 6- Well Platte wurden jeweils zwei Millionen
der jeweiligen Zellart pro zwei ml des jeweils verwendeten Mediums unter sterilen Bedingungen in
ein Well ausgesat. Bei den CD11b+ Zellen erfolgte dieser Schritt direkt nach der magnetischen
Zellsortierung, bei den dendritischen Zellen aus dem Knochenmark nach Ausdifferenzierung am
siebten Tag und bei der J774- Zelllinie nach Erreichen von 70- 80% Konfluenz. Hierfiir wurde aus den
Zellkulturflaschen das Medium abgesaugt, die Zellen kurz mit 2 ml PBS gewaschen und mit einem
Cell Scraper vom Boden der Flaschen geldst. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in Medium
aufgenommen und in einem Falcon bei 1500 rpm und Raumtemperatur fir finf Minuten
herunterzentrifugiert. Das Pellet wurde in einer definierten Menge Medium aufgenommen und
schlielich die Zahl vitaler Zellen per Neubauerzdhlkammer bestimmt. So konnten, nach einem
entsprechendem Verdlnnungsschritt der Suspension mit Medium, zwei Millionen Zellen pro zwei ml
Medium in die einzelnen Wells der 6- Well Platten pipettiert werden. Im Gegensatz zu den CD11b+
Zellen und dendritischen Zellen aus dem Knochenmark wurden Zellen der J774- Zelllinie vor der
eigentlichen Stimulation fiir 5- 24 h unter Standardbedingungen im Brutschrank (37°C, 5% CO,, 90%
Luftfeuchtigkeit) inkubiert, so dass die Zellen adhédrent werden konnten. Nach dieser Inkubationszeit
wurden die J774- Zellen in den Wells mit PBS gewaschen und mit Medium versetzt.

Die Zellen wurden, neben einer unstimulierten Negativkontrolle, mit folgenden Substanzen unter
sterilen Bedingungen stimuliert und fiir 24 h im Brutschrank inkubiert: IL- 13 (20 ng/ml); IFNy (20
ng/ml); PGN (10 pg/ml); LPS (1 pg/ml); PGN (10 pg/ml) + IL- 13 (20 ng/ml); LPS (1 pg/ml) + IL- 13
(20 ng/ml); PGN (10 pg/ml) + LPS (1 pg/ml). Je nach Versuchsaufbau ergaben sich Variationen, die
Stimulation mit IL- 13 betreffend: So wurde IL- 13 entweder simultan mit den restlichen Stimulanzien
fiir 24 h auf die Zellen gegeben oder bereits 24 h im voraus, so dass die Zellen im Endeffekt 48 h mit

IL- 13 stimuliert wurden.
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2.2.3.2 Stimulation von CD4 positiven Zellen

Vor der Aussaat und Stimulation von CD4+ Zellen wurden die Wells einer 24- Well Platte tiber Nacht
jeweils mit 500 pl CD3e bedeckt, welches in einer Konzentration von 10 ng/ml vorlag und im
Verhéltnis 1:50 mit PBS verdinnt wurde. Anschliefend wurden die Wells zweimal mit geklhltem
PBS gewaschen und pro Well wurden 0,35 Millionen CD4+ Zellen, die zuvor jeweils in 2 ml RPMI
1640 Medium unter Zusatz von 10% FCS, 1% Penicillin- Streptomycin und 0,1% - Mercaptoethanol
aufgenommen wurden, pipettiert. Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen ausgesét und in der
24- Well Platte wie folgt stimuliert:

Probe | CD28 IL-2 alL- 12 riL- 12 riL- 4 alL-4 IL- 25
2 pg/ml 10 ng/ml 10 pg/ml 10 ng/ml 10 ng/ml 10 pg/ml 10 ng/ml

1 X X X X

3 X X X X

5 X X

AnschlieBend wurden die Zellen fir 94 h unter Standardbedingungen im Brutschrank (37°C, 5% CO,,
90% Luftfeuchtigkeit) inkubiert, daraufhin zweimal mit PBS gewaschen und jeweils mit 100 ng/ml
PMA und 1500 ng/ml lonomycin versetzt. Es folgten weitere zwei Stunden Inkubation im
Brutschrank. Durch die Kombination von PMA und lonomycin werden die Zellen im
Terminalstadium der Stimulation nochmals zu einer vermehrten Zytokinproduktion angeregt. Um die
zellulare Ausscheidung der Zytokine, welche folgend in einem intrazellularen FACS angefarbt werden
sollen, zu verhindern, wurden daraufhin 2 pl GolgiPlug pro Probe hinzugegeben. Nach weiteren zwei
Stunden Inkubation und somit einer Gesamtinkubationsdauer von 98 h konnten die proliferierten,

differenzierten CD4+ Zellen fur die intrazelluldare FACS- Farbung verwendet werden.

2.2.4 ELISA

Ein enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches Verfahren mit
dessen Hilfe Proteine, Viren, Zytokine, Hormone oder andere niedermolekulare Verbindungen
(Proben) nachgewiesen werden kdnnen. Hierzu werden spezifische, mit einem Enzym gekoppelte
Antikdrper bzw. Antigene (Konjugate) verwendet, welche den nachzuweisenden Stoff binden. Durch
Zugabe eines Substrates wird durch das Enzym ein Reaktionsmechanismus katalysiert, dessen Produkt
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durch einen Farbumschlag sichtbar wird. Dies ist ein Beweis fir das Vorhandensein der
nachzuweisenden Probe. Da die Signalstarke des Farbumschlages eine Funktion der entsprechenden
Probenkonzentration darstellt, kann der ELISA, unter Verwendung einer definierten Standardkurve,
auch Ausdruck eines quantitativen Nachweises sein.

Bei einem kompetitiven ELISA konkurrieren eine definierte Menge von mit einem Enzym markierten
Antigen und die unbekannte Menge des nicht- markierten Probenantigens (Analyt) um einen
Antikorper, welcher im Unterschuss eingesetzt wird. Schlieflich kann das Verhaltnis von markierten
Antigen und Probenantigen photometrisch vermessen werden, zumal sich die Intensitdt des Signals
direkt proportional zur Menge an gebundenen Enzym- Antigen und somit umgekehrt proportional zur
Analytkonzentration darstellt.

Bei den Versuchen dieser Arbeit wurde ein nicht- kompetitiver ELISA verwendet. Hierbei ist die zu
messende Probe in einer limitierten Konzentration vorhanden und die verwendeten beiden Antikdrper,
welche die Probe wie in einem ,,.Sandwich einzubetten scheinen, werden im Uberschuss eingesetzt.
Vorraussetzung ist, dass der Analyt mindestens zwei Bindestellen (Epitope) fur Antikorper tragt um
sowohl Primér- als auch Sekundarantikdrper binden zu kénnen und somit eine gegenseitige

Behinderung der beiden Antikorper auszuschlie3en.

Die Durchfuhrung der ELISAs erfolgte mit Zellen der J774- Zellinie und CD11b+ Zellen aus Milz und
Knochenmark von Balb/c- Méausen. Zur Gewinnung der Proben nach der Stimulation wurde der
Uberstand jeweils in 2 ml Eppendorf Cups pipettiert, welche anschlieRend fiir 15 min bei 4°C und
2000 rpm zentrifugiert wurden um den Uberstand von toten Zellen und Zellschutt zu befreien. Nach
Uberfilhrung des gereinigten Uberstandes in ein frisches Eppendorf Cup konnte dieser bis zur
Durchflihrung des ELISAs bei -20°C verwahrt werden.

2.24.11L-12 ELISA

Zur Bestimmung der im Uberstand vorhandenen IL- 12 Konzentration wurde das OptEIA™ mouse
IL- 12 (p40) ELISA Set von BD Biosciences verwendet.

Um eine quantitative Aussage (Uber die zu messenden Zytokine machen zu kénnen muss bei jedem
Versuchsdurchgang eine Reihe definierter Standardkonzentrationen mitgefuhrt werden, anhand derer
man mithilfe einer Standardkurve die jeweilige Zytokinkonzentration der Proben berechnen kann.
Hierfur wurde der im Kit als Lyophilisat mitgefiinrte Standard (125ng/vial) mit 1,0 ml Millipore und
1,5 ml assay diluent in Losung gebracht, vermengt und schlieflich in 0,5 ml Eppendorf Cups zu je 25
pl unter sterilen Bedingungen aliquotiert. Verwahrt werden konnte dieser ,,stock standard* bei

-80°C. Um im Versuch die erste Standardkonzentration der Kurve von 1000 pg/ml zu erhalten, wurde
der ,stock standard“, dessen Konzentration nun 1250 pg/ Aliquot betrug, entprechend mit assay

diluent verdinnt. In einer Verdunnungsreihe wurden, ausgehend vom ersten Standard (1000 pg/ml),
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nun weitere Standardkonzentrationen hergestellt, welche sich durch die Verdiunnung jeweils in ihrem
Zahlenwert halbierten: 500 pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62,5 pg/ml; 31,3 pg/ml; 15,6 pg/ml. Hierfur
wurden zunachst in Eppendorf Cup Nr.1 980 pl und in Cup Nr. 2- 7 jeweils 300 pl assay diluent
pipettiert. 20 ul des auf Eis aufgetauten ,,stock standard* wurden in Cup Nr.1 gegeben und kurz mit
dem Vortexer vermischt. Aus diesem wurden 300 pl entnommen, in Cup Nr. 2 pipettiert und ebenfalls
mit dem Vortexer vermischt, aus diesem ebenfalls 300 pl in Cup Nr. 3 usw. Als Nullwert (0 pg/ml)
wurde assay diluent selbst eingesetzt.

Zundachst werden 100 pl des Primarantikdrpers (Capture Antikorper), welcher zuvor mit Coating
Puffer 1:250 verdinnt wurde, in die Kavitaten bzw. Wells einer 96- Well Maxisorb Platte oder
Zellkulturplatte aufgebracht. Der Coating Puffer dient hierbei der Immobilisation des Antikorpers und
hilft den Verlust der Bindungskapazitat, welcher durch die Adsorption des Antikorpers entsteht, zu
verringern. Die Platte wurde mit Folie abgedichtet und tber Nacht auf 4°C inkubiert. Anschlielend
folgten drei Waschschritte mit jeweils 300 pl Wasch- Puffer pro Well und eine Blockierung bzw.
Abséttigung noch vorhandener Bindungsstellen des Capture Antikorpers mit assay diluent fur eine
Stunde. Nach weiteren drei Waschschritten wurden jeweils 100 ul, sowohl der vorher hergestellten
Standardverdunnungsreihe als auch der zu messenden Proben, unverdinnt und 1:10 mit assay diluent
verdinnt, im Doppelansatz in die mit Capture Antikorper bedeckten Kavitdten pipettiert. Die Platte
wurde, um Verdunstungserscheinungen zu vermeiden, erneut mit Folie abgedichtet und entweder fur
zwei Stunden auf Raumtemperatur oder Uber Nacht auf 4°C inkubiert. Nach weiteren flnf
Waschschritten mit Wasch- Puffer wurde jedes Well fur eine Stunde mit 100 pl Working Detector,
welcher sich aus dem Sekundarantikdrper (auch Nachweis- oder Detektionsantikérper) und einem
Streptavidin- HRP- Reagent zusammensetzt, inkubiert. Das nun entstandene Gebilde ist ein
Antikorper- Antigen- Antikdrper Komplex, in welchem die nachzuweisende Probe, das Antigen, wie
in einem ,Sandwich® eingebettet ist. Bei der an den Sekundirantikorper gebundenen
Meerrettichperoxidase (HRP = HorseRadish- Peroxidase) handelt es sich um eine Enzymklasse,
welche in der Lage ist verschiedene, zunéchst farblose, Substrate zu einem farbigen Reaktionsprodukt
zu oxidieren, dessen Konzentration ber Absorptionsspektroskopie und Anwendung des Lambert-
Beer’schen Gesetzes bei einer bestimmten Wellenlange vermessen werden kann. Als Substrat Solution
wurden TMB (Tetramethylbenzidin) und Wasserstoffperoxid verwendet, welche nach folgender
Reaktion umgesetzt werden: TMB equziert + H202 2 TMB gyigiert + 2 H20.

Der Sekundéarantikérper wurde 1: 500 mit assay diluent verdiinnt und das Streptavidin- HRP- Reagent
wurde im Verhéltnis 1:250 bezlglich des eben hergestellten verdiinnten Sekunddrantikorpers
eingesetzt. Bevor die den Farbumschlag erzeugende Substrat- Lésung (TMB+ H,0,) fur 30 min unter
Inkubation im Dunkeln hinzugefiigt wurde, folgten noch einmal sieben Waschschritte, um
Uberschiissige Sekundéarantikorper aus den Wells zu entfernen. Bei diesen letzten Waschschritten

wurden die Wells pro Waschgang mindestens 30 Sekunden und maximal eine Minute mit der
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Waschlésung inkubiert. Um die Oxidation zu stoppen wurden pro Well 50 pl Stop- Solution
verwendet und schlieBlich konnten Standard und Proben bei 450 nm mit dem ELISA Reader
vermessen werden. Eine Wellenldngenkorrektur erfolgte bei 590 nm zur Verringerung optischer
Schwankungen.

2.2.4.2 1L- 10 ELISA

Zur Bestimmung der im Uberstand vorhandenen IL- 10 Konzentration wurde das OptEIA™ mouse IL-
10 ELISA Set von BD Biosciences verwendet.

Grundsétzlich, falls nicht anders vermerkt, ist die Durchfiihrung analog zum IL- 12 ELISA.

Der ,,stock standard”, welcher zur Herstellung einer Standardkurve und somit eines quantitativen
Nachweises einer Probenkonzentration unerldsslich ist, wurde wie folgt hergestellt: Der im ELISA-
Kit als Lyophilisat mitgefiihrte Standard (80 ng/vial) wurde mit 800 pl Millipore in Lésung gebracht,
behutsam vermengt und schlieBlich in 0,5 ml Eppendorf Cups aliquotiert. Um im Versuch die erste
Standardkonzentration von 2000 pg/ml zu erhalten, wurde der bei -80°C gelagerte ,,stock standard®,
dessen Konzentration nun 2500pg/ Aliquot betrug, entsprechend mit assay diluent verdiinnt. In einer
Verdlnnungsreihe wurden, ausgehend von der ersten Standardkonzentration (2000 pg/ml), weitere
Standardkonzentrationen hergestellt, die sich in ihrem Zahlenwert jeweils halbierten.

Der anti- mouse IL- 10 Primérantikdrper (Capture Antibody) und der Sekundarantikdrper (Detection
Antibody) wurden jeweils im Verhaltnis 1:250, mit Coating Puffer verdlnnt, eingesetzt. Das
Streptavidin- HRP (HorseRadish- Peroxidase), welches zusammen mit dem Sekundérantikorper zum
Working Detector gehort, wurde ebenfalls in einer 1:250 Dilution, beziiglich des bereits verdiinnten

Sekundérantikdrpers, verwendet.

2.2.5 Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorting)

Die Durchflusszytometrie ist unter anderem ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung
fluoreszenzmarkierter Partikel bzw. Zellen und erfolgte an einem BD FACS- Calibur mithilfe des
Computerprogrammes Cell Quest. Dabei werden Zellen einer Einzelzellsuspension mit fiir die
Oberflachenmerkmale der Zellen spezifischen Antikérpern, welche mit Fluoreszenzkonjugaten
verbunden sind, markiert und beim Durchlauf durch das FACS- Gerat durch einen Laserstrahl
bestimmter Wellenldnge angeregt. Das von den Zellen daraufhin emittierte und von einem
Photomultiplier des FACS- Gerates detektierte Licht ist proportional zur Menge der auf den Zellen
gebundenen spezifischen Antikérpern und somit ein Charakteristikum fur das entsprechende Merkmal
der Zelle, zumal der an den Antikérper gebundene Fluoreszenzfarbstoff Licht einer bestimmten

Wellenlédnge emittiert. Somit kdnnen anhand der Detektion unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe
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bzw. deren emittierter Wellenlangen die Expression unterschiedlicher Merkmale, Faktoren und somit
unterschiedliche Zellen oder Zellsubpopulationen quantitativ erfasst werden.

Weiterhin liefert die Menge des durch die Zellen gestreuten Lichts wichtige Informationen tber GroRe
und Komplexitat derselben: Das Vorwartsstreulicht (= FSC bzw. Forward Scatter) ist ein MaR fr die
Beugung des Lichts im flachen Winkel und beschreibt das Volumen bzw. die Grolie der Zellen,
wohingegen das Seitwartsstreulicht (= SSC bzw. Side Scatter) ein Mal} fir die Brechung des Lichts im
90°- Winkel darstellt, welche von der Granularitét der Zelle, Grofze und Struktur des Zellkerns sowie
der Menge an vorhandenen Vesikeln beeinflusst wird. Um falsch positiven Ergebnissen, welche
aufgrund von unspezifisch gebundenen Antikorpern oder der Eigenfluoreszenz etwaiger Zellen
entstehen, entgegenzuwirken, wird bei jedem Versuch eine Isotypenkontrolle mitgefuhrt. Hierbei
werden einige Zellen der Suspension mit Fluoreszenz- markierten Antikorpern geféarbt, die dem
Subtyp der spezifischen Antikdrper zwar entsprechen, aber gegen ein Antigen gerichtet sind, welches
fiir die Zellen des Versuchstieres ganzlich untypisch sind. Die Zellen der Isotypenkontrolle sollten
daher negativ fiir die verwendeten Fluoreszenzen sein und beispielsweise bei der Darstellung von zwei
Fluoreszenzparametern (z.B. Fluoreszenz eins auf der x- Achse und Fluoreszenz zwei auf der y-
Achse) im unteren linken Quadranten mdglichst unterhalb des Wertes fiir 10" in der logarithmischen
Auftragung erscheinen.

Bei der Verwendung von mehr als zwei Fluoreszenzfarbstoffen dhnlicher Wellenlange (z.B. PE und
FITC), deren Signale durch Farbfilter getrennt in verschiedenen Detektoren gemessen werden, ergibt
sich die Problematik, dass diese Farbstoffe nicht eine prazise Wellenlédnge, sondern ein ganzes
Emissionsspektrum ausstrahlen und daher das Signal bzw. die ausgestrahlten Wellenlédngen eines
Farbstoffes nicht nur in den dafur vorgesehenen Kanal (z.B. FITC in FL1) gelangen, sondern auch in
anderen Kandélen einen Impuls verursachen, was letztendlich die Beurteilung der Ergebnisse
beeintrachtigt. Um diesen ,,Fehler” zu korrigieren bedient man sich bei der Einstellung der FACS-
Parameter dem Mittel der Kompensation. Hierbei wird der Impuls, der nicht zum entsprechenden

Kanal gehort, herausgerechnet um Uberlagerungserscheinungen zu vermeiden.

2.2.5.1 Oberflachliche Expression des Toll- like Rezeptor 2/ Toll- like Rezeptor 4

Untersucht wurde die Expression von TLR2 und TLR4 sowohl auf Zellen der J774- Zelllinie als auch
auf CD11b+ Zellen von Milz bzw. Knochenmark gesunder Balb/c- Méause. Nach entsprechender
Stimulation wurden die Zellen mit einem Cell Scraper vom Boden der 6- Well Platten geschabt und
zusammen mit dem jeweiligen Medium in FACS- Rohrchen pipettiert. Um keine Zellreste
zuriickzulassen wurde jedes Well mit kaltem PBS gespiilt, welches ebenfalls in das jeweilige FACS-
Rohrchen gegeben wurde. Nachdem die Zellen bei 1500 rpm bei 4°C fir finf Minuten
herunterzentrifugiert worden sind und der Uberstand verworfen wurde, wurden sie erneut mit PBS
gewaschen (1500 rpm; 4°C; 5 min). Dieser Waschschritt gilt der Entfernung von FCS Resten, welche

sich stérend auf die FACS- Analyse auswirken koénnten. Die Zellen in jedem der FACS- Réhrchen
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wurden mit 800 ul MACS- Puffer resuspendiert und anschliefend wurde jedes Réhrchen, in welchen
sich nun die Zellen der verschiedenen Stimulationen befanden auf weitere vier Réhrchen zu je 200 pl
verteilt, so dass von jeder Stimulation eine TLR2- und TLR4- Antikérperfarbung plus die jeweils
dazugehdrige Isotypkontrolle angefertigt werden konnte. Die Zellen wurden mit 10 pl folgender
Antikorper Working Solution gefarbt, kurz mit dem Vortexer gemischt und fur 30 min bei 4°C im
dunkeln inkubiert :

- Anti- TLR2- FITC (1:25 Verdiinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,5 mg/ml)

- Isotyp TLR2

- Anti- TLR4- PE (1:20 Verdinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,2 mg/ml)

- Isotyp TLR4
Falls die Messung am FACS- Gerét nicht unmittelbar nach der Farbung durchgefiihrt werden konnte,
wurden die Zellen bzw. deren Féarbung mit Formaldehyd fixiert. Die Zellen werden durch diesen
Schritt abgetotet, deren Struktur und Farbung bleibt jedoch fur weitere maximal sieben Tage erhalten
falls sie auf 4°C verwahrt werden. Fur die Fixierung wurden die Zellen nach der Farbung mit 1 ml
MACS- Puffer gewaschen (1500 rpm; 4°C; 5 min) und das Pellet in 150 pl Formaldehyd
resuspendiert. Nach 20 min Inkubation auf 4°C im dunkeln wurden die Zellen erneut mit 1 ml MACS-

Puffer gewaschen und schlieflich in 200- 300 ul MACS- Puffer aufgenommen.

2.2.5.2 Oberflachliche Expression von CD80/CD86

Untersucht wurde die Expression von CD80 und CD86 (CD= Cluster of Differentiation) auf Zellen
der J774- Zelllinie und auf CD11b+ Zellen, welche aus dem Knochenmark gesunder Balb/c- Méuse
gewonnen wurden. Die Farbung und Fixierung der Zellen wurde analog der unter 2.2.5.1
beschriebenen TLR2/ TLR4 Farbung gehandhabt, mit der Ausnahme, dass bei diesem Versuch zur
Beschreibung der Expression von CD80/CD86 keine Einzelfarbung, sondern eine Doppelfarbung
durchgefuhrt wurde. So wurden die Zellen neben einem fluoreszenzmarkierten AntikOrper gegen
CD80 oder CD86 (FITC-Kanal, 525 nm) zugleich noch mit einem Antikdrper gegen CD11b geférbt,
dessen gebundener Fluoreszenzfarbstoff Licht einer anderen Wellenlédnge emittiert (PE- Kanal, 575
nm). Um die bereits beschriebenen bei einer Mehrfachfarbung entstehenden Fehler zu korrigieren, d.h.
um bei der FACS- Analyse eine Kompensation durchfihren zu kdnnen, wurden die Zellen der
unstimulierten Fraktion wie folgt gefarbt:
- Anti- CD80- FITC (1:25 Verdiinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,5 mg/ml) +
Anti- CD11b PE (1:20 Verdinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,2 mg/ml)
- Isotyp CD80- FITC + Isotyp CD11b- PE
- Anti- CD80- FITC + Isotyp CD11b- PE
- Anti- CD11b- PE + Isotyp CD80- FITC
- Anti- CD86- FITC (1:25 Verdinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,5 mg/ml) +
Anti- CD11b- PE
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- Isotyp CD86- FITC + Isotyp CD11b- PE
- Anti- CD86- FITC + Isotyp CD11b- PE
- Anti- CD11b- PE + Isotyp CD86- FITC

Bei den restlichen Stimulationen wurde nur eine Doppelfarbung der beiden Antikérper und der
jeweiligen beiden Isotypen durchgefihrt:

- Anti- CD80- FITC + Anti- CD11b- PE

- Isotyp CD80- FITC + Isotyp CD11b- PE

- Anti- CD86- FITC + Anti- CD11b- PE

- Isotyp CD86- FITC + Isotyp CD11b- PE

2.2.5.3 Intrazellulares FACS

Untersucht wurde die Produktion der Zytokine IFNy, die TH;- Antwort charakterisierend, und IL- 13
als Reprasentant der TH,- Antwort bei CD4+ Zellen gesunder Balb/c- Méause, welche wie unter Punkt
2.2.3.2 beschrieben stimuliert wurden. Hierzu wurden die Zellen jeder Probe aus den Wells der 24-
Well Platte mit einem Cell Scraper abgeschabt, samt dem Medium in ein FACS- Réhrchen pipettiert
und die Wells mit PBS nachgespiilt um den Verlust von Zellen gering zu halten. Die CD4+ Zellen
wurden bei 1500 rpm und 4°C fur 5 min zentrifugiert und das Pellet einer jeden der sechs Proben mit
30 ul 1% Mausserum versetzt und fir 15 min bei 4°C inkubiert. Dies dient der Blockade von
unspezifischen Fc- Rezeptoren und somit dem Minimieren unspezifischer Bindungen von
Antikdrpern. Nach einem weiteren Waschschritt mit MACS- Puffer (1500 rpm, 4°C, 5 min) wurden
die Zellen jeder Probe bzw. Stimulation auf vier FACS- Rohrchen verteilt, zumal von jeder Probe eine
Farbung mit dem IFNy- AK+ CD4 positiv- AK (Nr.1), dem IL- 13- AK+ CD4 positiv- AK (Nr.2) und
allen drei Antikorpern zusammen (Nr.3) vorgenommen wurde. In das vierte Rohrchen wurden
entsprechend der jeweiligen Stimulation die Zellen fiir Einzelantikérper und Antikérper zur
Isotypkontrolle, welche fir die Kompensation am FACS- Gerat noétig sind, pipettiert. Nach der
Aufteilung der Zellen in die nun 24 FACS- Rohrchen, wurde eine Fix/Perm Working Solution,
bestehend aus einem Fix/Perm Concentrate und einem Fix/Perm Diluent, im Verhaltnis 1:4 hergestellt
und pro Réhrchen 1 ml hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte lichtgeschiitzt bei 4°C fiir 60 min.
AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und das Pellet mit 1 ml MACS- Puffer gewaschen
(1500 rpm, 4°C, 5 min). Um die Zellmembran fur die Antikorper der nachfolgenden Farbung
durchldssig zu machen, wurde das Pellet zweimal mit 1x Permeabilization- Puffer gewaschen (1500
rpm, 4°C, 5 min), welcher vorher durch Verdinnung mit Aqua dest. aus dem im Foxp3 staining Kit
enthaltenen 10x Permeabilization- Puffer hergestellt wurde. Nachfolgend erfolgte die Farbung der
sechs Stimulationen mit jeweils 10 pl verdiinnten fluoreszenzmarkierten Antikérper nach jeweils

folgendem Schema:
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- Anti- IFNy- FITC + anti- CD4+ - PE Cy5

- Anti- IL- 13- PE + anti- CD4+ - PE Cy5

- Anti- IL- 13- PE + Anti- IFNy-FITC+ anti- CD4+ - PE Cy5
FITC: 1:25 Verdiinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,5 mg/ml
PE: 1:20 Verdiinnung mit MACS- Puffer, stock: 0,2 mg/ml

Fur die Isotypkontrollen und die fur die Kompensation nétigen Einzelfarbungen wurde Probe Nr.1 mit
IFNy- AK, Probe Nr.2 und Nr.4 mit CD4+ - AK, Probe Nr.3 mit IL- 13- AK und Probe Nr.5 und Nr.6
mit den jeweiligen Iso- Antikorpern geféarbt. Nach einer lichtgeschutzten Inkubation fur 30 min bei
4°C wurden die Zellen erneut mit 2 ml Permeabilization- Puffer und anschlieBend mit 1 ml MACS-
Puffer gewaschen (1500 rpm, 4°C, 5 min), bevor sie in 200 ul MACS- Puffer aufgenommen wurden

und bis zur Messung auf 4°C im Dunkeln verwahrt wurden.

2.2.6 Extraktion nuklearer Proteine

Um aus den vom Knochenmark gesunder Balb/c- Mause stammenden dendritischen Zellen nukledre
Proteine zu gewinnen, wurde der TransFactor Extraction Kit der Firma Clontech verwendet.
Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Zellen wurden wie unter 2.2.1.2
beschrieben gewonnen bzw. in Kultur gehalten und fiir 30 min bzw. fiir 120 min mit PGN (10 pg/ml)
und PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert. Die Zellen jeder Stimulation wurden samt dem
Medium in jeweils ein Eppendorf Cup pipettiert, zweimal mit eiskaltem PBS resuspendiert und fur 5
min bei 2100 rpm und 4°C gewaschen. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, verworfen und
schlielich galt es das Ubrig gebliebene Volumen des Zellpeletts abzuschétzen, zumal im néchsten

Arbeitsschritt das Pellet mit der flinffachen Menge an Lysepuffer resuspendiert werden sollte.

Der Lysepuffer wurde wie folgt aus den im Kit enthaltenen Substanzen hergestellt:

150 ul 10x Pre- Lysis Buffer

15 pl 0,1MDTT

15 ul Protease Inhibitor Cocktail
1,32 ml Destilliertes Wasser
1,50 ml Lysepuffer

Nachdem das Zellpellet vorsichtig mit der entsprechenden Menge an Lysepuffer resuspendiert worden
ist, erfolgte eine Inkubation fir 15 min auf Eis bevor die Zellsuspension erneut fir 5 min bei 2100 rpm
und 4°C abzentrifugiert wurde. Durch den hypotonen Lysepuffer schwellen die Zellen entsprechend

an, was deren Lyse im folgenden Schritt vereinfacht: Der Uberstand wird vorsichtig aus dem Cup
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entfernt und das Pellet mit der doppelten Menge an Lysepuffer bezlglich des anfangs geschatzten
Zellpelletvolumens resuspendiert. Mit einer Insulinspritze wurde die Zellsuspension in jedem Cup,
d.h. jeder Stimulation, mit der Spritze aufgezogen und schlieBlich wieder zuriick ins Cup gepresst.
Durch diesen mechanischen Vorgang, welcher zehnmal wiederholt wurde, wurden die Zellen entgultig
zum platzen gebracht, so dass der Inhalt des Zellzytosols (cytosolic fraction), was nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (10000 rpm; 20 min; 4°C) dem Uberstand entsprach, in ein neues Eppendorf
Cup Uberfuhrt bzw. verworfen werden konnte. Die Zentrifugation dient hierbei dem Trennen von
Zellzytosol und den Zellkernen, welche sich als Pellet im Cup absetzen. Um den Inhalt der Zellkerne
zu extrahieren, durch deren Membran der Lysepuffer nicht diffundieren konnte, wurde ein weiterer
Puffer wie folgt hergestelit:

147 ul Pre- Extraction Buffer
15 pl0, A MDTT

1,5 pl Protease Inhibitor Cocktail
150 ul Extraction Buffer = Zellkernlysepuffer

Das Ubriggebliebene Zellkernpellet wurde mit Extraction Buffer resuspendiert, dessen Menge genau
2/3 des zu Beginn geschatzten Pelletvolumen entsprach. Um die Nuclei mechanisch zu rupturieren
wurde die Suspension eines jeden Cups erneut zehnmal mit einer Insulinspritze aufgezogen und
forciert zurlick ins jeweilige Cup gedriickt. Anschlielend wurde die Suspension, welche sich nun aus
dem Inhalt der Zellkerne zusammensetzte, fur 30 min bei 4°C langsam auf einem Schuttler hin und her
bewegt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (13000 rpm; 5 min; 4°C) konnte der Uberstand,
d.h. das nukledre Extrakt, in ein neues Cup Uberfuhrt werden und, nach der Messung der jeweiligen

Proteinkonzentration mittels BCA- Test, bis zur weiteren Verwendung bei -70°C verwahrt werden.

2.2.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA- Test

Der BCA (Bicincho- ninic acid) assay ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Proteinkonzentrationen. Dazu wurden jeweils 9 pl der zu messenden Probe sowohl unverdinnt als
auch 1:10 mit RIPA- Puffer verdinnt im Doppelansatz zusammen mit den definierten
Standardansatzen in die Kavitaten einer 96- Well Platte pipettiert. Weiterhin wurden jeweils 200 pl
von Reagent A und Reagent B, welche vorher im Verhéltnis 1:50 vermischt wurden, auf Proben und
Standard gegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Extinktion wurde bei 540 nm mit dem
ELISA- Reader vermessen und die jeweilige Proteinkonzentration der Proben mithilfe der

Standardgeraden berechnet.
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2.2.7 Bestimmung der Transkriptionsfaktoren NF- «B und CREB

Zur Bestimmung der nach der jeweiligen Stimulation exprimierten Menge der Transkriptionsfaktoren
NF- kB p65 bzw. CREB wurde der TransFactor Colorimetric Kit der Firma Clontech verwendet. Dies
stellt eine einfache, schnelle, vor allem aber sensitive ELISA- basierte Methode zum Erfassen des
jeweiligen Transkriptionsfaktors dar und ist eine Alternative zu Methoden, welche mit radioaktiven
Markierungen arbeiten oder den Transkriptionsfaktor mithilfe von Gel- und Blot-Techniken
darzustellen versuchen. Das hierbei zugrunde liegende Prinzip beruht auf speziell, mit der die DNA
des Transkriptionsfaktors bindenden DNA, gecoateten 96- Well Platten, in denen der
Transkriptionsfaktor relativ zur vorhandenen Menge, d.h. zur vorliegenden Expression, gebunden
wird. Um dies anschlieend sichtbar zu machen bedient man sich eines Primdrantikorpers, welcher
gegen den jeweiligen Transkriptionsfaktor gerichtet ist und eines mit HRP- konjugierten
Sekundarantikorpers, der am PrimdrantikOrper bindet und dessen gebundenes Konjugat (HRP) nach
Zugabe eines entsprechenden Substrates in einer Farbreaktion enzymatisch umgesetzt wird. Die in
einem ELISA- Reader gemessene Intensitat der Farbreaktion entspricht somit der Menge an im Well
gebundenen Transkriptionsfaktor.

Zur Durchftihrung des Versuches wurden die nukledren Extraktionen aus dem Knochenmark gesunder
Balb/c- Mduse stammender Zellen, welche wie unter 2.2.6 beschrieben gewonnen wurden, langsam
auf Eis aufgetaut und die entsprechenden Cups bei 13000 rmp und 4°C fir 5 min zentrifugiert. Somit
wurde die Extraktion von Zellriickstdnden befreit bzw. nochmals aufgereinigt, was spéter zu einem
deutlicheren Ergebnis fuhrt. Die vorgecoateten Kavitaten wurden mit 150 ul TransFactor/ Blocking
Puffer geblockt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jener Puffer setzt sich aus im Kit
enthaltenem 1x TransFactor Puffer, welcher vorher 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt wurde und

einem Blocking Reagent, ebenfalls im Kit enthalten, wie folgt zusammen:

1,8 ml 1x TransFactor Puffer
0.06 ¢ Blocking Reagent
1,8 ml TransFactor/ Blocking Puffer

Vor der Verwendung dieses Puffers wurde er durch Filterpapier entsprechend gefiltert, um nicht
I6sliche Komponenten zu entfernen.

Im Versuch wurden genau 15 pg der jeweiligen nukledren Proteinextraktion verwendet und
entsprechend mit TransFactor/ Blocking Puffer auf ein Endvolumen von 50 ul verdiinnt. Nach dem
initialen Blocken der Wells, wurden diese im Anschluss fur 60 min auf Raumtemperatur mit den
jeweiligen Proben inkubiert, so dass der Transkriptionsfaktor nun entsprechend zu der in den Proben
vorhandenen Mengen binden konnte. Als Positivkontrolle wurde das im Kit enthaltene HeLA/ TNFa

Whole Cell Extract, in welchem sich eine definierte Menge des zu untersuchenden
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Transkriptionsfaktors in aufgereinigter Form befand, mitgefiihrt. Ein mit einer mutanten DNA-
Sequenz vorgecoatetes Well, bei der die Sequenz, an welche die DNA des Transkriptionsfaktors
binden soll, verandert vorliegt, galt als Negativkontrolle. AnschlieBend wurden die Wells dreimal mit
150 pl TransFactor/ Blocking Puffer gewaschen, wobei die Wells bei jedem Waschschritt fur 4 min
mit dem Puffer inkubiert wurden. Der im Kit enthaltene Primarantikdrper wurde 1:500 mit
TransFactor/ Blocking Puffer verdiinnt und es wurden jeweils 100 pl fiir 60 min bei Raumtemperatur
auf die Wells gegeben. Nach weiteren drei Waschschritten von jeweils 4 min, wurde der mit HRP
gekoppelte Sekundarantikorper, welcher zuvor 1:1000 mit TransFactor/ Blocking Puffer verdiinnt
wurde, in die Kavitaten der Platte pipettiert und bei Raumtemperatur fir weitere 30 min inkubiert. Im
Anschluss folgten vier Waschschritte mit jeweils 250 pl 1x TransFactor Puffer fur jeweils 4 min und
schlieflich fir 10 min die Zugabe von 100 pul TMB Substrat pro Well. Durch das an den
Sekundérantikorper gekoppelte Enzym HRP wird hierdurch ein Reaktionsmechanismus katalysiert,
dessen Produkt in einem Farbumschlag sichtbar wird. Da die Intensitat des Farbumschlages sich als
Funktion der Probenkonzentration darstellen lasst, kann demnach eine Aussage Uber die jeweilige
Menge des vorhandenen bzw. exprimierten Transkriptionsfaktors gemacht werden. Um die Reaktion
vor der Messung abzustoppen, wurden jeweils 100 pl 0,1 M Stop Solution auf das TMB gegeben und

die Wells bei 655 nm mit einem ELISA- Reader vermessen.

2.2.8 PCR- Amplifikation von Nukleinsduren

Die Polymerase- Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction), ein in vitro Verfahren zur
Amplifikation von Nucleinsduren oder bestimmter DNA- Sequenzen (Amplikon) innerhalb eines
Pools verschiedener Nucleinséuren, wurde 1985 von Mullis entwickelt und ist seither eine der
wichtigsten und meist angewandten Techniken der molekularen Biomedizin.

Es handelt sich bei der PCR um ein zyklisches Verfahren, bei welchem man sich, um gezielt ein
spezifisches DNA- Genomfragment vermehren zu konnen, spezieller Oligonukleotide (Primer)
bedient. Diese sind, auf jeweils einem Strang der DNA- Sequenz (target sequence, template)
komplementdr zu den Enden des Amplikons. Ein Zyklus besteht aus drei durch die
Reaktionstemperatur bestimmten Schritten:

1) Denaturierung: Durch Inkubation bei 93- 95°C wird die gesamte DNA, welche in ihrer
urspriinglichen, doppelstrangigen Form vorliegt, in einzelstrdéngige DNA- Matrizen aufgetrennt.

2) Annealing: Im folgenden hybridisieren bei einer Temperatur zwischen 50- 70°C die Primer an das
entsprechende Template.

3) Elongation: Ausgehend von den Primern wird bei einer Temperatur von 70- 75°C mithilfe einer
hitzestabilen DNA- abhdngigen DNA- Polymerase (i.d.R. Tag- Polymerse bzw. deren synthetische

Fortentwicklung) ein neuer DNA- Strang, welcher komplementér zur DNA- Matrize ist, durch den
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Einbau der vier Triphosphat- Nukleotide dATP, dGTP, dCTP, dTTP (allgemeinen als dNTPs
bezeichnet) synthetisiert.

Die DNA- Polymerase verlangert den neu entstehenden DNA- Strang bis jener von der DNA ,,abfallt*
oder die Reaktion durch eine Erhthung der Inkubationstemperatur auf 95°C unterbrochen wird. Bei
bekannter Anzahl der Basenpaare der zu amplifizierenden DNA- Sequenz kann der Abbruch der
Reaktion genau gesteuert werden, zumal der Einbau der dNTPs durch die Polymerase in einer
definierten Geschwindigkeit erfolgt. Die so entstandenen neuen DNA- Strédnge stehen im néchsten
Zyklus wiederum zur Amplifikation zur Verfligung, so dass nach dem zweiten Zyklus vier, nach dem
dritten Zyklus acht und nach dem zehnten Zyklus 1024 DNA- Kopien vorliegen. Rein theoretisch
verdoppelt sich in der PCR die Anzahl an DNA- Molekilen von Zyklus zu Zyklus, d.h. die
Vermehrungsrate ware exponentiell und der Multiplikationsfaktor wiirde somit 2 betragen. Tatséchlich
jedoch hat dieser nur einen Wert von 1.6 bis 1.7, zumal sich der exponentiellen Anfangsphase eine
lineare und schliellich eine Plateau- Phase anschlief3t, in welcher schlieBlich kaum noch Kopien des
Amplikons hergestellt werden. Dies hat mehrere Grinde: Zum einen nimmt die Aktivitat der
Polymerase mit steigender Anzahl neu synthetisierter Produkte ab und es kommt durch die hohen
Temperaturen wahrend des Denaturierungsschrittes zur Zerstérung sowohl der Polymerase als auch
der dNTPs. Zum anderen werden Primer und dNTPs durch den Einbau in neu synthetisierte Produkte
verbraucht, was schlie8lich ebenfalls zu einer Reduktion von Reaktionsprodukten fiihrt. Aulerdem
beeinflussen zahlreiche systematische und zuféllige Faktoren die PCR- Effizienz auch wahrend der
exponentiellen Phase: Die Sequenzen von Template und Primer, die Auswahl und Anwesenheit der
Reaktionspartner und der Pufferverhaltnisse (z.B. Mg®"), die Anwesenheit von PCR- Inhibitoren (z.B.
Heparin oder Hamoglobin) oder sogar die Position der Reaktion im Thermocycler . Es ist daher nicht
ohne weiteres moglich mithilfe einer konventionellen PCR- Methode, bei der die Auswertung
beispielsweise durch den Nachweis der entsprechenden Bande im Agarose- Gel erfolgt, Aussagen
uber die Menge des PCR- Produktes am Ende der Reaktion zu machen oder sogar Ruckschliisse auf
die Menge des PCR- Produktes zu Beginn der Reaktion zu ziehen. Hierfir bedient man sich
quantitativer PCR- Methoden, zu denen auch die real- time PCR gehort.

2.2.8.1 mRNA- Extraktion

Das Medium der J774- Zellen, die sich in den 6- Well Platten befinden wurde abgesaugt und es wurde
1 ml Trizol auf die Zellen pipettiert, welche sich nach mehrmaligem resuspendieren problemlos aus
den Wells entfernen und pro Stimulation in ein 2 ml Eppendorf Cup uberfuhren lassen. Trizol dient
der Homogenisierung der Zellen. Bevor man in jedes Cup im Anschluss 200 pl Chloroform hinzugab,
wurden die homogenisierten Proben fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Trizol und Chloroform
wurden ,,end- over” per Hand fiir 15 s vermischt und bei Raumtemperatur fiir 2- 3 min inkubiert. Nach
einem Zentrifugationsschritt (15000 rpm; 15 min; 4°C) konnte im Eppendorf Cup eine drei- Phasen

Bildung beobachtet werden: unten eine rote, organische Phenol- Chloroform Phase, eine mit Proteinen
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gefillte Interphase und eine farblose, wéssrige Phase, in der sich die RNA befindet. Diese obere Phase
wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 1,5 ml Cup Gberfiihrt. Nach Zugabe von 500 pl Isopropanol
wurde die wassrige, obere Phase kurz per hand ,end- over® geschuttelt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch die Zugabe des Alkohols wird die RNA aus der wassrigen Phase
préazipitiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 12000 rpm und 4°C fiir 10 min , so dass
sich das RNA- Prézipitat am unteren Pol des Cup absetzte. Zur Reinigung der RNA wurde der
Uberstand vorsichtig abpipettiert, in jedes Cup 800 pl 75% Ethanol zum Pellet pipettiert und mit dem
Vortexer geschttelt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (7500 rpm; 8 min; 4°C) wurde der
Uberstand erneut vorsichtig abgenommen und das RNA- Pellet unter dem Abzug, je nach GroRke des
Pellets, 10- 30 min getrocknet. Anschliefend wurde die RNA in 30- 40 pl in DEPC behandeltem
Wasser aufgenommen und konnte entweder am Photometer vermessen oder bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C verwahrt werden.

Der Nucleinsauregehalt wurde am Photometer bestimmt. Dazu wurden 2 pl der RNA- Losung und 58
pul DEPC behandeltes Wasser (1:30 Verdlinnung) in eine Quarzkivette gegeben und die OD am

Photometer vermessen. Die so erhaltene RNA- Ausbeute wurde in ng RNA/ ul berechnet.

2.2.8.2 Reverse Transkriptase

Um die extrahierte mMRNA in einer PCR untersuchen zu kénnen, wurde im folgenden Arbeitsschritt
die mRNA mithilfe des Enzyms der reversen Transkriptase in cDNA umgewandelt. Hierfiir wurde der
SuperScript Il First- Strand Synthesis SuperMix von Invitrogen verwendet. Umgeschrieben werden
sollten 2000 ng mRNA. Das entsprechende Volumen an mRNA, 1 ul eines 50 puM oligo (dT)x
Primers sowie 1 pl Annealing Puffer wurden mit DEPC behandeltem Wasser auf insgesamt 8 pl
aufgefullt und in ein 0,5 ml Eppendorf Cup pipettiert. Sdmtliche Komponenten wurden vor dem
Gebrauch gemischt und kurz zentrifugiert. Der verwendete Primer, ein Oligonukleotid, welches fur die
Synthese des komplementdren Stranges und somit fur die RNA abhangige DNA- Polymerase
essentiell ist, besteht ausschlieBlich aus der Base Thymidin und erkennt die Basensequenz der Poly-A-
Schwénze der eukaryotischen mRNA. Des weiteren wurde das Cup fur 5 min auf 65°C in einem
ThermoCycler inkubiert und im Anschluss sofort fiir 1 min auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden 10
ul 2x First- Strand Reaction Mix und 2 pl des SuperScript™ 111/ RNaseOUT™ Enzym Mix zu den
anderen Komponenten pipettiert, das Cup kurz mit dem Vortexer gemischt und abzentrifugiert, bevor
das Cup fir weitere 50 min bei 50°C inkubiert wurde. Dies sind optimale Bedingungen, so dass, nach
Zugabe des Enzyms, in diesem Schritt die gewiinschte cDNA aus der mRNA synthetisiert werden
kann. Durch Inkubation der Komponenten auf 85°C fiir 5 min wurde die Reaktion beendet und das
Eppendorf Cup konnte auf Eis gestellt werden um die cDNA direkt in einer PCR im Anschluss zu

verwenden oder die cDNA konnte bis zum weiteren Gebrauch auf -20°C eingefroren werden.
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Y — aaaaa- 3" MRNA

!

Sy— ---aaaaa- 3’

l ttttt- 5° Oligo-dT-Primer

!
Sy— ---aaaaa- 3’
3 e --ttttt- 5" cDNA

2.2.8.3 Herstellen eines Standard zur Quantifizierung der Genexpression

In der Arbeit wurde die Genexpression des TLR2 und TLR4 in stimulierten J774- Zellen untersucht.
Um eine quantitative Aussage machen zu kénnen ist das Mitfiihren eines Standards notig. Dieser sollte
eine hohe Sequenzahnlichkeit zur Zielsequenz haben und mit denselben Primern amplifiziert werden
kdnnen. Somit ist eine gleiche Amplifikationssequenz von Standard und Zielsequenz gewahrleistet. In
dieser Arbeit wurde Gel- gereinigte cDNA der jeweiligen Zielsequenz, welche in einem PCR- Lauf
amplifiziert werden soll, als externer Standard verwendet.

Die Durchfuhrung der PCR erfolgte in einem abgeschlossenen Raum unter Einhaltung der
allgemeinen Richtlinien (rdumliche Trennung von anderen Arbeitsplatzen, Verwendung von
gestopften Einweg- Pipettenspitzen, regelmaRiges Wechseln der Handschuhe usw.) um eventuelle
Kontaminationen zu vermeiden.

Bei der Durchfiihrung der PCR fir den Standard wurden zundchst 18 pl des Mastermixes, dessen
Bestandteile aulRer der verwendeten Primer allesamt im Roche SYBR Green Kit enhalten waren und 2
pl der hergestellten cDNA der PGN- bzw. LPS- Stimulation in jeweils eine Glaskapillare pipettiert.
Als Negativkontrolle wurde eine Kapillare ohne cDNA mitgefihrt. Mit einem PEN wurden die
Kapillaren verschlossen und bei 0.3 rcf kurz zentrifugiert um sie anschliefend in das Karussell des
LightCyclers einzusetzen. Folgende Tabelle gibt Aufschluss tber die genaue Zusammensetzung des

Mastermixes und der Primer der Firma TIBMolbiol:
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TLR2 TLR4 B- Aktin
Mg** 13,6 pl 13,2 pl 13,2 pl
H,0 2 ul 2,4l 2,4l
Lc 2 ul 2 ul 2 ul
Primer for 0,2 ul 0,2 ul 0.2 pl
Primer rev 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul
Anzahl 394 bp 125 bp 148 bp
der Basenpaare

Um eine ausreichende Menge Gel- gereinigter cDNA sowohl von TLR2, TLR4 sowie von - Aktin zu

erhalten, wurden jeweils sechs Glaskapillaren verwendet.

Ein Ausschluss von Primer- Dimeren erfolgte per Schmelzpunktanalyse und nachfolgender Agarose

Gel- Elektrophorese.

2.2.8.3.1 Agarose Gel- Elektrophorese

Um die Amplifikation zu Uberprifen, wurden die Gensequenzkopien von TLR2, TLR4 und B-Aktin
getrennt voneinander in einem 1% Agarose Gel aufgetragen. Hierzu wurden 50 ml TAE- Puffer, 25 ml
Wasser und 0,75 g Agarose in einem Glaskolben fir 1,5 min in einer Mikrowelle erhitzt und nach
Umfillung in einen 50 ml Falcon mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt. Dieser sich in die DNA
interkalierende Farbstoff dient spater dem Sichtbarmachen der DNA- Banden unter UV- Licht. Eine
Gelkammer wurde mit zwei Spacern abgegrenzt und schlief3lich wurde das noch flussige Agarose- Gel
in die Kammer gegeben. Ein Kamm, welcher Aussparungen fiir den Standard (Bp ladder) und die
amplifizierte DNA zeigt, wurde in die Kammer eingesetzt und konnte nach ca. 20 min, nachdem das
Gel fest geworden war, wieder entfernt werden. In die entstandenen Kavititen wurde sowohl ein 100
bp Standard als auch die jeweiligen Gensequenzkopien aufgetragen, welche zuvor per kurzer
Zentrifugation (0,3 rcf) in Eppendorf Cups gesammelt wurden. Nachdem 8 pl Standard und die
gesamten DNA- Sequenzen in die jeweilige Taschen pipettiert worden sind, konnte an die Kammer
eine Spannung von 50 V angelegt werden. Nach ca. 15- 20 min konnten die DNA- Banden,
entsprechend ihrer Anzahl an Basenpaaren, unter UV- Licht Uberprift werden. Schlielich wurden die
im Agarose- Gel enthaltenen Banden mit einem Skalpell herausgeschnitten und in Eppendorf- Cups

gefullt, deren Gewicht vorher bestimmt worden war.
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2.2.8.3.2 Herstellung Gel- gereinigter DNA

Um die jeweilige cDNA aus dem Agarose- Gel zu extrahieren und aufzureinigen, wurde ein QlAquick
Gel Extraction Kit von Qiagen verwendet.

Die mit den Agarose- Gel Banden befillten Eppendorf Cups wurden erneut gewogen und somit
konnte, verglichen mit dem Leerwert der Cups, das genaue Gewicht der Gel- Banden berechnet
werden. Pro 100 mg Gel wurden 300 ul Puffer QG in die Cups pipettiert und anschliefend wurden
diese fur 10 min bei 50°C in einem Thermoheater von Eppendorf bis zur vollstandigen Losung des
Gels inkubiert. Unterstiitzt wurde dieser Vorgang durch mehrmaliges Schiitteln der Cups mit dem
Vortexer. Da die Adsorption der DNA auf der QIAquick- Membran in einem spéteren Schritt nur bei
einem pH < 7,5 erfolgreich ist, diente ein interner pH- Indikator zur Kontrolle: bei nicht gelber Farbe
der Losung wurden 10 pl 3M Natriumazetat (pH 5,0) hinzugegeben. Im néchsten Schritt wurden pro
100 mg Gel 100 pl Isopropanol hinzugegeben und mit dem Vortexer vermischt. Die DNA- Proben
wurden jeweils in eine ebenfalls im Kit enthaltene QIAquick Drehséaule, welche auf ein 2 mi
Auffangcup gesetzt wurde, gegeben. Das maximale Reservoir der Séaule betrdgt 800 pl. Im
nachfolgenden Zentrifugationsschritt (13000 rpm; 1 min) bindet die DNA an die Membran der Séule
und der Durchlauf kann verworfen werden. Es folgten 2 Waschritte mit jeweils 0,5 ml Puffer PE durch
nochmaliges Zentrifugieren der Saule. Nach dem Verwerfen des Uberstandes erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt, um Pufferrickstande von der Membran zu entfernen. AnschlieBend wurde die
Séule auf ein 1,5 ml Eppendorf Cup gesetzt und nach Zugabe von 50 ul DEPC Wasser ein letztes mal
zentrifugiert, um die auf der Membran der S&ule gebundene DNA zu eluieren.

Die Konzentration der cDNA wurde am Photometer bestimmt. Dazu wurden 2 pl der cDNA und 58 pl
DEPC behandeltes Wasser (1:30 Verdiinnung) in eine Quarzkiivette gegeben und die OD am
Photometer vermessen. Die so erhaltene cDNA- Ausbeute wurde in ng cDNA/ ul berechnet. Bis zur

weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20°C verwahrt.

2.2.8.4 Quantitative real- time PCR

Hinter der Grundidee dieser Technologie verbirgt sich der Gedanke quantitative Aussagen Uber die
amplifizierte Menge einer DNA- Sequenz zu machen und gleichzeitig diese Amplifikation ,,live*
mitzuverfolgen. Ermdglicht wird diese Visualisierung durch die Verwendung entweder eines
nichtspezifischen Detektionssystems, welches auf der Markierung des Amplikons durch
interkalierende Farbstoffe (Ethidiumbromid; SYBR Green) beruht, oder eines spezifischen,
sequenzabhdngigen Detektionssystems (Tagman- Sonden), das fluoreszenzmarkierte Sonden
verwendet. Beide Detektionsmethoden beruhen auf der Tatsache, dass der Anstieg der Fluoreszenz
proportional zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes ist. Demzufolge stellen real-

time PCR Systeme eine rdumliche Kombination zweier Gerdte dar: ein Thermocycler, der zur
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Durchflihrung der eigentlichen PCR dient wird mit einem optischen Detektionsmodul, welches die

entstehenden Fluoreszenzen zu messen vermag, kombiniert.

In dieser Arbeit wurde der Farbstoff SYBR Green der Firma Roche verwendet: ein asymmetrischer
Cyanin- Farbstoff zur Visualisierung der bei der PCR entstehenden DNA- Kopien. Zur Fluoreszenz
angeregt wird dieser Farbstoff durch Licht der Wellenlange von 497 nm. Aufgrund seines planaren
Molekiilaufbaus ist der Farbstoff in der Lage sich relativ unproblematisch in die minor groove der
dsDNA zu interkalieren. Erst jetzt wird die Lichtemission, im Gegensatz zum frei liegenden, nicht
gebundenen Farbstoff, stark wverstarkt und das Detektionsmodul registriert Licht der
Emissionswellenlange von 520 nm. Je groRer die gemessene Fluoreszenz, desto hoher ist die
Konzentration der gebildeten Amplifikationsprodukte.

Worauf bei der Verwendung mit SYBR Green vor allem zu achten ist, ist die Tatsache, dass es sich
hierbei um einen nichtspezifischen Farbstoff handelt, d.h. dass sich der Farbstoff in jegliche
vorkommende dsDNA interkaliert, unabhdngig davon ob es sich um die zu amplifizierende
Zielsequenz handelt oder nicht: Weisen die beiden verwendeten Primer intra- oder intermolekulare
Homologien auf, welche zu einer Hybridisierung zweier Primer- Molekile (Primer- Dimer) fuhren
konnten, bei denen ein 5° Ende eines Primers iibersteht, so kann die DNA- Polymerase dieses
iiberstehende Template verwenden und ausgehend vom 3 Ende des anderen Primers einen neuen
Strang synthetisieren. Dieser steht in folgenden PCR- Zyklen wiederum als Template flr die
Anlagerung des entsprechenden Primers zur Verfligung. Diese Amplifikation von Primer Dimeren ist
kompetitiv zur eigentlichen Zielsequenz und daher kann beim Vorhandensein derartiger Dimere das
Fluoreszenzsignal falsch positiv ausfallen, insbesondere wenn eine niedrig konzentrierte Zielsequenz
nachgewiesen werden soll.

Um dieser Problematik entgegenzuwirken, verwendet man das Prinzip der Schmelzpunktanalyse,
welche am Ende der eigentlichen PCR durchgefihrt wird. Unter kontinuierlicher Messung der
Fluoreszenz wird das Reaktionsgemisch hierbei in kleinen Temperaturschritten (meist in 1°C
Schritten) ausgehend von 50°C erhitzt. Der Punkt, an welchem die dsSDNA aufgrund der Temperatur
in ihre Einzelstrdnge zerfallt ist durch einen rasanten Abfall der Fluoreszenz gekennzeichnet, zumal
durch die Auftrennung der dsDNA der interkalierende Farbstoff (SYBR Green) ebenfalls dissoziiert
und somit nur noch ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal abgibt. Da der Schmelzpunkt (T,,) sowohl
eine Abhangigkeit von der GroRe als auch der Sequenz der in der PCR entstandenen DNA- Produkte
beschreibt, ist dieser spezifisch fur das jeweilige Produkt und es kann so, wenn man Fluoreszenz und
Temperatur gegeneinander auftragt, zwischen Artefakten (z.b. Primer- Dimeren) und dem eigentlichen
Produkt unterschieden werden. Das gesamte System gewinnt somit an Spezifitat und Genauigkeit und

ist daher geeignet DNA- Produkte quantitativ darzustellen.
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Vor dem eigentlichen Versuch gilt es in Vorlaufen herauszufinden, welche Bedingungen optimal fir
den Ablauf der entsprechenden Amplifikation sind. Dies betrifft die Molaritdt des benétigten
Magnesiumchlorids (MgCl,), die verwendeten Puffer, die Zeitspanne fir die Annealing- Phase und
nicht zuletzt die verwendeten Primer selbst. Magnesiumionen binden an die dNTPs und bilden somit
einen aktiven loslichen Komplex, welcher von der Polymerase erkannt werden kann. AuRerdem
stellen diese einen metabolischen Kofaktor fur die Polymerasen dar und beeinflussen so die
Enzymaktivitat. Daher ist es fir einen optimalen PCR- Lauf essentiell die jeweils richtige

Konzentration zu ermitteln.

Bei der Durchfihrung der PCR gelten die selben Einstellungen, Werte und Konditionen wie unter
2.2.8.3 aufgezeigt. Der Standard wurde in einer sich jeweils um eine Zehnerpotenz steigernden
Verdlnnungsreihe, ausgehend von einer 1:100 Verdinnung (99 pl DEPC Wasser + 1 pl Gel-
gereinigte cDNA), hergestellt. Abh&ngig davon ob die Genexpression des TLR2, TLR4 oder - Aktin
nachgewiesen werden sollte, wurden 18 ul des entsprechenden Mastermix in die Glaskapillaren
pipettiert. Der Nachweis der jeweils unterschiedlich stimulierten Proben erfolgte im Dreifachansatz.
Bevor die Glaskapillaren verschlossen und bei 0,3 rcf kurz herunterzentrifugiert werden konnten,
wurden je 2 ul cDNA der entsprechenden Probe bzw. des Standards zum Mastermix pipettiert. Eine

Negativkontrolle ohne cDNA wurde mitgefihrt.

Das real- time System erzeugt aus den ermittelten Fluoreszenzwerten zur Auswertung eine graphische
Darstellung, die als Amplifikationsgraphik bezeichnet wird. Hierbei werden die Reaktionszyklen auf
der Abszisse gegen die Fluoreszenz auf der Ordinate aufgetragen. Vor dem Anstieg der Fluoreszenz
verbleibt die gemessene Fluoreszenz flr eine gewisse Anzahl an Zyklen unverandert und verlauft als
gerade Linie parallel zur Abszisse: Dieser Bereich wird als Basislinie bezeichnet und die gemessene
Fluoreszenz beruht lediglich auf Schwankungen, welche durch eine gewisse Hintergrundfluoreszenz
hervorgerufen werden. Ziel der Auswertung muss es also sein, einen Wert zu definieren, ab dem eine
gemessene Fluoreszenz einer Probe klar von der Hintergrundfluoreszenz zu unterscheiden und daher
als positiv zu werten ist. Hierzu wird ein Threshold, ein Schwellenwert, welcher sich durch die
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz berechnet, gesetzt. Dieser Wert stellt eine Trennlinie
zur Unterscheidung zwischen signifikanter Zunahme der Fluoreszenz und der Hintergrundfluoreszenz
dar. Der Schnittpunkt zwischen der gemessenen Fluoreszenz und diesem Threshold projiziert sich auf
die Abszisse und wird als Cycle- threshold (C,) bezeichnet. Der C, ist die Grundlage fur die
Quantifizierung einer Reaktion und daher die zentrale Grofie in der real- time PCR, zumal er ein
relatives Mal} fur die Anzahl der Startkopien in der entsprechenden Reaktion darstellt: der C- Wert
verhélt sich umgekehrt proportional zum Logarithmus der Ausgangsmenge an Nukleinséure.

Ziel der absoluten Quantifizierung mithilfe eines externen Standards ist es, dem Ct- Wert einer Probe

eine Startkopienzahl zuzuordnen. Als externer Standard wurde die Konzentration von Gel- gereinigten
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DNA- Kopien des Amplikons, welche wie oben beschrieben hergestellt wurde, mit dem Photometer
absolut vermessen und in verschiedenen Verdiinnungsstufen in getrennten Reaktionen amplifiziert, um
schlieBlich die resultierenden C- Werte im dekadischen Logarithmus gegen die Anzahl der
Startkopien aufzutragen. Mithilfe dieser Standardkurve, welche sich in der halblogarithmischen
Darstellung als Gerade darstellen lasst, kann jedem C- Wert der jeweiligen Proben ebenfalls ein
absoluter Wert zugeordnet werden.

Durch die Verwendung einer endogenen Kontrolle, einem sogenannten ,,Housekeeping Gene®, wurden
jene Fehlerquellen, welche durch globale methodische Fehler entstehen, eliminiert. Diese globalen
Fehler entstehen vor allem vor der eigentlichen PCR, in der Phase der Probenaufbereitung, der
Isolation der RNA oder beim Schritt der reversen Transkription. Als ,,Housekeeping Gene* bezeichnet
wird ein ubiquitdr exprimiertes Gen, welches in allen Proben, unabhangig von der Stimulation oder
anderer experimenteller Bedingungen, in einer konstanten Menge vorkommt. In dieser Arbeit fand als
solches B- Aktin Verwendung. Da nun globale methodische Fehler sowohl das Ziel- als auch das
konstant exprimierte Housekeeping Gen in gleicher Weise beeinflussen, kénnen durch Bildung eines
Quotienten der Startkopienzahlen von Ziel- und Housekeeping Gen im Nachhinein diese Fehler
rechnerisch ausgeglichen werden.Wird eine absolute Quantifizierung sowohl eines Ziel- als auch eines
Housekeeping- Genes durchgefiihrt, so kann anschliellend sehr einfach durch Bildung des Quotienten

eine relative Quantifizierung erfolgen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von T- Zell Subpopulationen

Pathogene, welche nicht durch das angeborene Immunsystem beherrscht und eingeddammt werden
kénnen und welche imstande sind diese vorderste Front der Verteidigung zu umgehen, gehéren zum
Aufgabenbereich der adaptiven Immunantwort. Hierbei stellen T- Zellen, als Effektorzellen dieser
erworbenen Immunantwort, die Grundvoraussetzung dar, Pathogene wirksam zu bekampfen.

TLRs, welche als Rezeptoren des angeborenen Immunsystems konservierte Muster pathogener
Strukturen erkennen, nehmen als verbindendes Element eine ganz besondere Stellung zwischen dem
angeborenen und dem erworbenen Immunsystem ein. Fir die Aktivierung naiver CD4+ T- Zellen
durch dendritische Zellen, d.h. Zellen, welche den noch undifferenzierten T- Zellen Antigene
prasentieren, bedarf es mehrerer TLR- induzierter Signale: So fiihrt die Aktivierung von TLRs auf
dendritischen Zellen zu vermehrter Oberflachenexpression kostimulatorischer Molekile (CD80/86,
CD40) oder des MHC Komplexes Typ Il, was man allgemein als Reifung der dendritischen Zelle
bezeichnet, aber auch zu vermehrter Migration der mit dem Antigen beladenen dendritischen Zelle
zum Aufenthaltsort naiver CD4+ T- Zellen, beispielsweise den Lymphknoten. Fiir eine vollstandige
Aktivierung naiver CD4+ T- Zellen ist jedoch, neben der Reifung und Migration dendritischer Zellen,
auch das Vorhandensein von Zytokinen, welche ebenfalls durch die Aktivierung von TLRs induziert
werden, unabdingbar.

Jene TLR- induzierten Zytokine haben entscheidenden Charakter bei der Differenzierung naiver
CD4+ T- Zellen und sind verantwortlich dafiir, ob sich aus der naiven T- Zelle eine T- Helfer Zelle
vom Typ 1 (TH,) oder eine T- Helfer Zelle vom Typ 2 (TH,) entwickelt. Im folgenden Experiment
wird diese von Zytokinen abhéngige Differenzierung CD4+ Splenozyten naher betrachtet.

Hierzu wurden MACS- gesortete CD4+ Splenozyten jeweils flr vier Tage mit Zytokinen und
Antikdrpern stimuliert, um sowohl eine TH;- Antwort als auch eine TH,- Antwort zu induzieren.
SchlieBlich wurde intrazellulér IFNy als Indikator einer TH;- und IL- 13 als Représentant einer TH,-

Immunantwort per FACS- Analyse bestimmt.
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Abb. 4: Charakterisierung von T- Zell Subpopulationen

Intrazelluldre FACS- Férbung fiir PE- labeled IL- 13, FITC- labeled IFNy und PE- Cy5- labeled CD4+ in MACS- gesorteten
CD4+ Splenozyten weiblicher Balb/c Mduse. Die Zellen wurden in die bereits am Vortag mit CD3¢ (10 pg/ml) gecoateten
Wells in 500 ml Medium ausgesét und mit CD28 (2 pg/ml) und IL- 2 (10ng/ml) behandelt. Daraufhin wurden die CD4+
Zellen jeweils mit IL- 12 (10ng/ml)+ anti IL- 4 (10 pg/ml), IL- 12 (10 ng/ml)+ anti IL- 4 (10 pg/ml)+ IL- 25 (10ng/ml), IL- 4
(10 ng/ml)+ anti IL- 12 (10 pg/ml), IL- 4 (10 ng/ml)+ anti IL- 12 (10 pug/ml)+ IL- 25 (10 ng/ml) und IL- 25 (10 ng/ml)
stimuliert, unter Standardbedingungen inkubiert und nach 4 Tagen geerntet. Hierflr wurden die Zellen mit PBS gewaschen,
erneut mit 500 ml Medium versetzt und jeweils mit 100 ng/2ml PMA, 1500 ng/2 ml lonomycin und 2 ul GolgiPlug wie unter
Material und Methoden beschrieben stimuliert. Die CD4+ Zellen wurden mit einem PE- Cy5- labeled anti mouse CD4+ AK,
einem FITC- labeled anti mouse IFNy AK sowie einem PE- labeled anti mouse IL- 13 AK gefarbt. Als Isotypenkontrolle
wurden ein FITC/PE- labeled Rat 1gG1,x AK sowie ein PE- labeled IgG2b,x AK mitgefiihrt. Die Zellpopulationen wurden
Quadranten zugeteilt, welche auf der mitgefiihrten Isotypenkontrolle von IL- 13 und IFNy mAB basieren. Gezeigt sind
reprasentative Ergebnisse von drei unabh&ngigen Experimenten.

Die Stimulation von CD4+ Splenozyten mit rekombinanten IL- 12 und anti IL- 4 flihrt zu einem
deutlichen Anstieg von IFNy (19,5%) im rechten unteren Quadranten, wahrend die Auslenkung in
Richtung der y- Achse ausbleibt, d.h. kein vermehrter Anstieg an intrazelluldarem IL- 13 detektiert
werden kann. Werden die CD4+ Zellen zusatzlich mit IL- 25 stimuliert, zeigt sich keine
erwéhnenswerte Veranderung die IFNy- und IL- 13 Produktion betreffend. IL- 12 und anti IL- 4
fuhren demnach entweder allein oder in Verbindung mit IL- 25 zu einer anschaulichen Produktion an

IFNy, welches stellvertretend fiir die TH;- Antwort steht. Die Stimulation mit IL- 4 und anti IL- 12 ist
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gekennzeichnet durch eine fehlende Produktion von IFNy, wohingegen IL- 13 im linken oberen
Quadranten zunimmt (12,9%). Die zusétzliche Stimulation durch IL- 25 veréndert das
Gesamtkonstrukt nicht: Weder kann ein vermehrter Anstieg an IL- 13 detektiert noch eine fehlende
Produktion an IFNy festgestellt werden. IL- 4 und anti IL- 12 bedingen demnach, mit oder ohne
zusétzliche Stimulation durch IL- 25, einen merklichen Anstieg an IL- 13, einem Zytokin der TH,-
Antwort. Werden die CD4+ Splenozyten weder mit IL- 4, noch mit IFNy, sondern nur mit IL- 25
stimuliert, resultiert daraus eine enorme Zunahme an IL- 13 (28,2 %), wohingegen eine TH;- Antwort,
sprich die Zunahme von IFNy, ausbleibt. IL- 25 ist daher ebenfalls in der Lage CD4+ T- Zellen in
Richtung einer TH,- Antwort zu differenzieren.

3.2 Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86

TLRs stehen als Mustererkennungsrezeptoren zwischen dem angeborenen und erworbenen
Immunsystem. Neben der TLR- induzierten, vermehrten Migration dendritischer Zellen in
lymphatisches Gewebe und der gesteigerten Ausschittung von Zytokinen, welche die Differenzierung
von naiven T- Zellen bedingen, ist auch die vermehrte Oberflachenexpression kostimulatorischer
Zytokine als ein Resultat der TLR- Stimulation durch entsprechende Liganden anzusehen. Durch die
Bindung kostimulatorischer Molekile der dendritischen Zellen an einen spezifischen Rezeptor der T-
Zelle wird sowohl das Uberleben, als auch die Proliferation der T- Zelle sichergestellt. Zudem tragen
kostimulatorische Molekile dazu bei, dass es zu keiner Fehlaktivierung des adaptiven Immunsystems
bereits beim Erkennen ungefahrlicher Antigene, wie beispielsweise Selbstantigenen kommt: Denn nur
das gleichzeitige Auftreten von an einen Rezeptor der T- Zelle gebundenen kostimulatorischen
Molekiilen und dem Nexus zwischen dem Antigen tragenden MHC- Rezeptor und dem T-
Zellrezeptor fihren zur Aktivierung der T- Zelle und damit zur Induktion der adaptiven

Immunantwort.

Um die Auswirkung von IL- 13 auf die Expression dieser kostimulatorischen Molekiile zu
untersuchen, wurde im folgenden Versuch die Expression von CD80/86 nach Stimulation mit TLR-
spezifischen Liganden bzw. zusatzlicher Stimulation mit IL- 13 in J774- Zellen und CD11b+

Knochenmarkszellen per FACS- Analyse bestimmt.
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3.2.1 CD80- Expression stimulierter J774- Zellen
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Abb. 5: Auswirkung von IL- 13 auf die Expression von CD80 auf J774- Zellen
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Die CD80- Expression wurde anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten J774- Zellen,
PGN stimulierten J774- Zellen, LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ IL- 13
stimulierten J774- Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten J774- Zellen und PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die
Inkubationszeit betréagt fir die TLR- spezifischen Liganden PGN, LPS und PGN+ LPS 24 h und fur IL- 13 48 h , wobei IL-
13 jeweils 24 h vorinkubiert wurde. Die J774- Zellen wurden mit einem FITC- labeled anti- mouse CD80 (B7-1) AK und
einem PE- labled anti- mouse CD11b+ AK gefarbt. Als Isotypenkontrolle wurde FITC- labeled Armenian Hamster 1gG und

PE- labeled 1gG2b,« mitgefiihrt, auf deren Grundlage die Einteilung der Zellpopulation in die jeweiligen Quadranten basiert.
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Unstimulierte Kontrollzellen zeigen bereits eine Basisexpression von 42,7% im Bereich der doppelt
positiven, verglichen mit dem fir CD80 gefarbten Armenian Hamster 1gG Isotypen, welcher die
CD80- Expression als negativ definiert. Werden die J774- Zellen mit den TLR- spezifischen Liganden
PGN, LPS und PGN+ LPS stimuliert, steigt die Expression des kostimulatorischen Zytokins CD80,
verglichen mit den unstimulierten Kontrollzellen, um ca. 15,2% fiir PGN, 23,2% fiir LPS und 18,1%
fur PGN+ LPS an. IL- 13 ist in allen drei Stimulationen dazu in der Lage die durch die jeweiligen
spezifischen Liganden getriggerte zusétzliche CD80- Expression zu reduzieren: So wird die CD80-
Expression durch die zusatzliche Stimulation mit IL- 13 bei den mit PGN stimulierten Zellen auf
53,8% dezimiert, wahrend sich bei den mit LPS stimulierten J774- Zellen eine Reduktion auf 58,5%
zeigt. In der PGN+ LPS Stimulation wird die Expression des kostimulatorischen Molekdls auf ca.
56,6% reduziert. Betrachtet man die IL- 13 Stimulation fir sich, so erkennt man im Vergleich mit den

unstimulierten Kontrollzellen ebenfalls einen geringfuigigen Anstieg der CD80- Expression.
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3.2.2 CD86- Expression stimulierter J774- Zellen
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Abb. 6: Auswirkung von IL- 13 auf die Expression von CD86 auf J774- Zellen

Die CD86- Expression wurde anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten Zellen, PGN
stimulierten J774- Zellen, LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ IL- 13 stimulierten
J774- Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die Inkubationszeit
betrégt fur die TLR- spezifischen Liganden PGN, LPS und PGN+ LPS 24 h und fiir IL- 13 48 h , wobei IL- 13 jeweils 24 h
vorinkubiert wurde. Die J774- Zellen wurden mit einem FITC- labeled anti- mouse CD86 (B7-2) AK und einem PE- labled
anti mouse CD11lb+ AK gefarbt. Als Isotypenkontrolle wurde FITC- labeled Rat IgG2a,x und PE- labeled IgG2b,k
mitgefiihrt, auf deren Grundlage die Einteilung der Zellpopulation in die jeweiligen Quadranten basiert.
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Betrachtet man die Population der CD11b+ und CD86 gefarbten J774- Zellen in der unstimulierten
Kontrollfraktion, erkennt man, dass bereits ohne TLR- spezifische Liganden der Grofiteil (81,3%)
sowohl positiv fiir CD11b+ als auch fur CD86 ist. Werden die J774- Zellen mit PGN, LPS oder einer
Kombination aus beidem stimuliert, resultiert daraus keine vermehrte Expression des
kostimulatorischen Zytokins CD86: So steigt durch die PGN- Stimulation mit 82,7% der Wert unter
den doppelt positiven im rechten oberen Quadranten nur minimal an, wéhrend in der LPS- Stimulation
(76,4%) und in der PGN+ LPS- Stimulation (75,6%) die Expression von CD11b+ J774- Zellen,
welche CD86 exprimieren, abnimmt.

Wird den spezifischen Liganden zusétzlich IL- 13 hinzugeflgt, zeigen sich ebenfalls nur minimale
Schwankungen die CD86- Expression betreffend: So wird durch die PGN+ IL- 13 Stimulation die
Expression der doppelt positiven Zellen, im Vergleich mit der reinen PGN- Stimulation um 0,5%
angehoben, durch die LPS+ IL- 13 Stimulation, verglichen mit den LPS- stimulierten J774- Zellen, um
0,9%, und in der PGN+ LPS+ IL- 13- Stimulation, verglichen mit der PGN+ LPS- Stimulation um
3,2%. IL- 13 unterdriickt demnach die CD86- Expression auf stimulierten J774- Zellen nicht.



Ergebnisse 58

3.2.3 CD80- Expression CD11b+ Knochenmarkszellen
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Abb. 7: Auswirkung von IL- 13 auf die Expression von CD80 auf CD11b+ Zellen

Per MACS wurden CD11b+ Zellen aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mduse generiert. Die CD80- Expression wurde
anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, 1L- 13 stimulierten Zellen, PGN stimulierten Zellen, LPS
stimulierten Zellen, PGN+ LPS stimulierten Zellen, PGN+ IL- 13 stimulierten Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und
PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die Inkubationszeit betrégt flr die TLR- spezifischen Liganden PGN, LPS
und PGN+ LPS 24 h und fir IL- 13 48 h , wobei IL- 13 jeweils 24 h vorinkubiert wurde. Die CD11b+ Zellen wurden mit
einem FITC- labeled anti- mouse CD80 (B7-1) AK und einem PE- labled anti- mouse CD1lb+ AK gefarbt. Als
Isotypenkontrolle wurde FITC- labeled Armenian Hamster IgG und PE- labeled 1gG2b,k mitgefiihrt, auf deren Grundlage die
Einteilung der Zellpopulation in die jeweiligen Quadranten basiert. Die Abbildung stellt ein représentatives Ergebnis vier
unabhéngiger Versuche dar.
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Bereits unstimulierte CD11b+ Zellen zeigen eine Expression von CD80 (25,4%), welche jedoch durch
die Stimulation mit TLR- spezifischen Liganden gesteigert werden kann: So steigt die Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD80 nach Stimulation mit PGN auf 86,8%, mit LPS auf 77,6% und mit
PGN+ LPS auf 90,7% an. Werden die stimulierten Zellen jeweils mit IL- 13 vorbehandelt fallt die
oberfl&chliche Expression von CD80 in allen durchgefihrten Stimulationen geringer aus: Die mittels
PGN stimulierten Zellen zeigen nach IL- 13 Behandlung eine um ca. 12,7% reduzierte, die mittels
LPS stimulierten Zellen eine um ca. 4,6% und die mittels PGN+ LPS stimulierten Zellen eine um
4,7% reduzierte Expression des Oberflachenmolekiils CD80. Werden die Zellen unabhéngig von den
TLR- spezifischen Liganden mit IL- 13 inkubiert, ist im Vergleich mit den unstimulierten

Kontrollzellen kein wesentlicher Unterschied die CD80- Expression betreffend festzustellen.
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3.2.4 CD86- Expression CD11b+ Knochenmarkszellen
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Abb. 8: Auswirkung von IL- 13 auf die Expression von CD86 auf CD11b+ Zellen

Per MACS wurden CD11b+ Zellen aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mduse generiert. Die CD86- Expression wurde
anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten Zellen, PGN stimulierten Zellen, LPS
stimulierten Zellen, PGN+ LPS stimulierten Zellen, PGN+ IL- 13 stimulierten Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und
PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die Inkubationszeit betragt fur die TLR- spezifischen Liganden PGN, LPS
und PGN+ LPS 24 h und fir IL- 13 48 h , wobei IL- 13 jeweils 24 h vorinkubiert wurde. Die CD11b+ Zellen wurden mit
einem FITC- labeled anti- mouse CD86 (B7-1) AK und einem PE- labled anti- mouse CD1lb+ AK gefarbt. Als
Isotypenkontrolle wurde FITC- labeled Rat IgG2a,k und PE- labeled IgG2b,k verwendet, auf deren Grundlage die Einteilung
der Zellpopulation in die jeweiligen Quadranten basiert. Die Abbildung stellt ein représentatives Ergebnis vier unabhéangiger
Versuche dar.
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Unstimulierte Kontrollzellen sowie lediglich mit IL- 13 vorinkubierte CD11b+ Knochenmarkszellen
zeigen keine wesentliche CD86- Expression. Auch durch Stimulation mit dem TLR- spezifischen
Liganden LPS konnte allenfalls eine geringe Steigerung der CD86- Expression gezeigt werden.
Lediglich bei jenen Zellen, welche mit PGN bzw. PGN+ LPS angeregt wurden, kommt eine sichtlich
erhohte CD86- Expression zur Darstellung: So erhohte sich die Expression von CD86 in der PGN
Stimulation auf 22,5% sowie in der PGN+ LPS Stimulation auf 35,2%. Wurden die CD11b+
Knochenmarkszellen dieser beiden Stimulationen mit IL- 13 vorinkubiert, fallt der Anstieg der CD86-
Expression jeweils ca. 30% geringer aus . IL- 13 reduziert demnach die CD86- Expression in mit PGN
bzw. PGN+ LPS stimulierten CD11b+ Knochenmarkszellen.

3.3 Induktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine

3.3.1 IL- 12 Produktion stimulierter J774- Zellen

Der TLR2 bzw. der TLR4 wird als Oberflachenrezeptor auf etwaigen myeloischen Zellen exprimiert.
Wéhrend der TLR2, welcher unter anderem durch Peptidoglykane (PGN) aktiviert wird, entweder im
Komplex mit sich selbst oder als Heterodimer mit TLR1 oder TLR6 agiert um die Produktion
proinflammatorischer Zytokine zu induzieren, wird der TLR4 durch Lipopolysaccharide (LPS)
stimuliert. Auch die Stimulation des TLR4 resultiert in der Induktion proinflammatorischer Zytokine,
unter welchen IL- 12 eine zentrale Stellung zugewiesen werden kann.

Das proinflammatorische, heterodimere Zytokin IL- 12 wird vor allem von Makrophagen und
Monozyten produziert und hat bedeutende Funktionen sowohl im Bereich der Induktion, als auch der
Aufrechterhaltung einer zellularen TH; - Immunantwort.

In den folgenden Versuchen soll herausgefunden werden, inwiefern sich IL- 13 auf die Produktion des
TH;- Zytokins IL- 12 auswirkt. IL- 12, dessen Transkription beispielsweise auf den
Transkriptionsfaktor NF- kB beruht, steht als Produkt am Ende des Toll- like Rezeptorsignalweges.
Gezeigt werden soll also, ob und wie, unabhéngig von den Interaktionen von IL- 13 mit verschiedenen
Stationen innerhalb des Toll- like Rezeptorsignalweges, sich IL- 13 auf die Produktion
proinflammatorischere Zytokine auswirkt.

Um die IL- 12 Produktion der mit verschiedenen Liganden stimulierten J774- Zellen zu messen,
wurde der Zellsuspensionsiiberstand der jeweiligen Stimulation mit dem OptEIA™ mouse IL- 12

(p40) ELISA Set von BD Biosciences vermessen.
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Abb. 9: IL- 13 reduziert signifikant die Produktion von IL- 12 in stimulierten J774- Zellen

J774- Zellen wurden mit IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1
pg/mh)+ IL- 13 (20 ng/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert und fur 24 h unter
Standardbedingungen kultiviert. Unter Verwendung von 96- Well Zellkulturplatten wurde die IL- 12 Produktion mit dem
OptEIA™ mouse IL- 12 (p40) ELISA Set von BD Biosciences fiir die jeweilige Stimulation vermessen. Die Daten werden
wiedergegeben als Mittelwerte £ SEM von vier unabh&ngigen Experimenten.

Sowohl die Stimulation der J774- Zellen durch Peptidoglycan (PGN), mehr jedoch noch die
Stimulation durch Lipopolysaccharide (LPS) resultieren in einem Anstieg der IL- 12 Produktion.
Vergleicht man PGN- bzw. LPS stimulierte Zellen mit den unstimulierten Kontrollzellen, so kann bei
den PGN- stimulierten Zellen ein 37 facher Anstieg und bei den mit LPS stimulierten Zellen ein 58
facher Anstieg hinsichtlich der IL- 12 Produktion festgestellt werden.

Werden die mit PGN bzw. LPS behandelten Zellen zeitgleich mit IL- 13 stimuliert, ist sowohl bei den
PGN- stimulierten J774- Zellen, als auch bei den LPS- stimulierten Zellen ein signifikanter Ruckgang
(P< 0.05) beziiglich der Produktion von IL- 12 zu verzeichnen. Auch konnte die IL- 12 Produktion
derjenigen J774- Zellen, welche zugleich mit PGN und LPS stimuliert wurden, durch die
Simultanstimulation mit IL- 13 deutlich reduziert werden. Verglichen mit den unstimulierten
Kontrollzellen folgt aus der Zugabe von IL- 13 alleine, ebenso wie aus der Stimulation durch das TH;-
Zytokin IFNy, keine vermehrte Produktion von IL- 12. IL- 13 ist demnach fahig den bei J774- Zellen
durch PGN und LPS induzierten Anstieg der IL- 12 Produktion signifikant zu reduzieren.
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3.3.2 IL- 12 Produktion stimulierter CD11b+ Knochenmarkszellen

Um zu untersuchen, welchen Effekt IL- 13 auf die IL- 12 Produktion im murinen Modell gesunder
Balb/c Méause hat, wurden mit Hilfe magnetischer Zellsortierung (MACS = magnetic activated cell
sorting) CD11b+ Zellen aus dem Knochenmark von Balb/c Mausen isoliert. Nachfolgend wurden die
Zellen mit 20 ng/ml IL- 13, 10 pg/ml PGN, 1 pg/ml LPS, PGN (10 pg/mh+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1
pg/mi)+ IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/mb+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/mh+ LPS (1 pg/mil)+
IL- 13 (20 ng/ml) unter sterilen Bedingungen stimuliert und fir 24 h unter Standardbedingungen
inkubiert. Der Zellsuspensionsiiberstand der jeweiligen Stimulation wurde mit dem OptEIA™ mouse
IL- 12 (p40) ELISA Set von BD Biosciences vermessen.
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Abb.10: Auswirkung von IL- 13 auf die IL- 12 Produktion stimulierter CD11b+ KM- Zellen

CD11b+ Zellen wurden per MACS aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c M&use isoliert und mit jeweils IL- 13 (20
ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10
pg/ml)+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert und fur 24 h unter
Standardbedingungen kultiviert. Unter Verwendung von 96-Well Nunc MaxiSorp Platten wurde die IL- 12 Produktion mit
dem OptEIA™ mouse IL- 12 (p40) ELISA Set von BD Biosciences fiir die jeweilige Stimulation vermessen. Die Daten
werden wiedergegeben als Mittelwerte + SEM von drei unabhéngigen Experimenten.
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Die unbehandelten, in Medium inkubierten CD11b+ Kontrollzellen, wie auch mit IL- 13 inkubierte
CD11b+ Zellen zeigen keinen merklichen Anstieg der IL- 12 Konzentration. Sowohl die Stimulation
durch PGN, als auch die Stimulation der CD11b+ Zellen durch LPS und PGN+ LPS zeigen eine
Zunahme des proinflammatorischen Zytokins IL- 12 in folgendem MafRe: Wahrend durch die PGN-
Stimulation die IL- 12 Produktion, verglichen mit den unstimulierten, als Kontrolle mitgefiihrten
Zellen, um den Faktor 55,69 ansteigt, zeigt sich in der LPS- Stimulation eine Erhdéhung um den Faktor
102,4 und bei der PGN+ LPS Stimulation eine 77,07 fache Steigerung zum unstimulierten
Ausgangswert. Fugt man den stimulierten CD11b+ Zellen zusétzlich IL- 13 hinzu, erkennt man, dass
IL- 13 nur bei den mit LPS stimulierten Zellen die IL- 12 Produktion einschranken kann. Sowohl die
mit PGN, als auch die mit PGN und LPS behandelten Zellen lassen keinen die IL- 12 Produktion
unterdriickenden Effekt von IL- 13 erkennen. IL- 13 vermag in CD11b+ Knochenmarkszellen daher

nur den durch LPS hervorgerufenen Anstieg der IL- 12 Produktion zu verringern.

3.3.3 IL- 12 Produktion stimulierter CD11b+ Splenozyten

Zumal es sich bei Zellen des Knochenmarkes um undifferenzierte Zellen handelt, welche bislang noch
nicht im systemischen Kreislauf mit einem Antigen in Kontakt treten konnten, wurde im ndchsten
Versuch die IL- 12 Produktion von CD11b+ Splenozyten gesunder Balb/c Mé&use untersucht. Ziel der
Verwendung bereits im lymphatischen Kreislauf integrierter Zellen ist es herauszufinden, ob etwaige
Reifungsprozesse, welche die Zellen durch das Erkennen von Antigenen durchlaufen, unterschiedliche
Ergebnisse beziglich der Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL- 12 bedingen und ob IL-
13 auch bei systemischen CD11b+ Zellen Auswirkungen auf die IL- 12 Produktion hat.

Die Zellen wurden mit 20 ng/ml 1L- 13, 10 pg/ml PGN, 1 pg/ml LPS, PGN (10 pg/mi)+ IL- 13 (20
ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+
LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) unter sterilen Bedingungen stimuliert und fir 24 h unter
Standardbedingungen inkubiert. Zur Vermessung der IL- 12 Produktion des jeweiligen
Zellsuspensionsiiberstandes wurde das OptEIA™ mouse IL- 12 (p40) ELISA Set von BD Biosciences

vewendet.
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Abb.11: IL- 13 reduziert die Produktion von IL- 12 in stimulierten CD11b+ Splenozyten

CD11b+ Splenozyten wurden per MACS aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mduse isoliert und mit jeweils I1L- 13 (20
ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10
pg/ml)+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert und fur 24 h unter
Standardbedingungen kultiviert. Unter Verwendung von 96-Well Zellkulturplatten und Nunc MaxiSorp Platten wurde die IL-
12 Produktion mit dem OptEIA ™ mouse IL- 12 (p40) ELISA Set von BD Biosciences fiir die jeweilige Stimulation
vermessen. Die Daten werden wiedergegeben als Mittelwerte £ SEM von flnf unabh&ngigen Experimenten.

Bereits bei den unbehandelten CD11b+ Kontrollsplenozyten, wie auch bei den Zellen, welche nur mit
IL- 13 behandelt wurden, kann eine merkliche Menge an IL- 12 detekiert werden. Sowohl
Peptidoglykane (PGN), Lipopolysaccharide (LPS), wie auch deren beider Kombination (PGN+ LPS)
induzieren bei CD11b+ Splenozyten eine vermehrte Produktion an IL- 12. Jeweils verglichen mit den
unstimulierten Kontrollzellen steigt die IL- 12 Produktion durch PGN- Stimulation auf das 2,1 fache,
durch LPS- Stimulation auf das 2,0 fache und durch PGN+ LPS- Stimulation auf das 2,3 fache an.
Durch die gleichzeitige Zugabe von IL- 13 kann bei allen drei genannten Stimulationen eine
Verringerung der IL- 12 Produktion in dhnlichem MaRe gezeigt werden: So setzt IL- 13 die IL- 12
Produktion der PGN- stimulierten Zellen um 20%, der LPS- stimulierten Zellen um 26,6% und der mit
PGN+ LPS- stimulierten Zellen um 13,1% herab. Auch die alleinige Stimulation der CD11b+
Splenozyten mit IL- 13 zeigt im Vergleich mit den unstimulierten, lediglich im Medium inkubierten
Zellen eine Abnahme der IL- 12 Produktion. IL- 13 dezimiert demnach die IL- 12 Produktion sowohl

in allen stimulierten CD11b+ Splenozyten wie auch in der unstimulierten Kontrollfraktion.
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3.3.4 IL- 12 Produktion stimulierter Splenozyten

Um herauszufinden wie sich unselektierte Zellen eines murinen lymphatischen Organs bezuglich der
Produktion von IL- 12 als Reaktion auf einen Stimulus verhalten, wurden im folgenden Splenozyten
mit 20 ng/ml IL- 13, 10 pg/ml PGN, 1 pg/ml LPS, PGN (10pg/ml)+ IL- 13 (20ng/ml), LPS (1pg/ml)+
IL- 13 (20 ng/ml) und PGN (10 pg/mh+ LPS (1 pg/mh+ IL- 13 (20 ng/ml) versetzt und fiir 24 h unter
Standardbedingungen inkubiert. Zumal Splenozyten, als unselektierte Zellpopulation, als
Reprasentanten der angeborenen und erworbenen Immunitat fungieren und das Immunsystem in seiner
Gesamtheit widerspiegeln, da die Milz als Ausgangspunkt immunregulatorischer Vorgénge angesehen

werden kann, ist der Effekt von IL- 13 auf diese Zellen von enormer Bedeutung.
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Abb.12: IL- 13 reduziert signifikant die Produktion von IL- 12 in stimulierten Splenozyten

Splenozyten wurden aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c M&use isoliert und mit jeweils IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10
pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1
pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert und fir 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. Unter VVerwendung von 96-Well
Zellkulturplatten und Nunc MaxiSorp Platten wurde die IL- 12 Produktion mit dem OptEIA™ mouse IL- 12 (p40) ELISA
Set von BD Biosciences fur die jeweilige Stimulation vermessen. Die Daten werden wiedergegeben als Mittelwerte + SEM
von zwei unabhéngigen Experimenten.
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Bei der unstimulierten Kontrollgruppe, wie auch bei den nur mit IL- 13 behandelten Milzzellen, kann
nur eine geringe Konzentration an IL- 12 bestimmt werden. Jedoch geht aus der Stimulation durch
PGN eine 6,6 fache Erh6éhung und bei der LPS- Stimulation eine 2,2 fache Erhohung der IL- 12
Konzentration, jeweils bezuglich der unstimulierten Kontrollgruppe, hervor. Durch gleichzeitiges
Hinzuftigen von IL- 13 wird sowohl die IL- 12 Produktion der mit PGN, als auch die der mit LPS
versetzten Zellen signifikant reduziert (P< 0.05): Die IL- 12 Konzentration sinkt bei der PGN- Gruppe
um 49,0% und bei den mit LPS stimulierten Splenozyten um 51,9%. Zudem zeigt sich auch in der IL-
13- Gruppe eine, verglichen mit der unstimulierten Kontrollgruppe, dezimierte IL- 12 Produktion. IL-
13 dezimiert demnach die IL- 12 Produktion sowohl in allen stimulierten Splenozyten wie auch in der

unstimulierten Kontrollfraktion.

3.3.5 IL- 12 Produktion stimulierter CD11b+ Zellen aus Milz und Knochenmark

Um den die IL- 12 Konzentration mimimierenden Effekt von IL- 13 zu festigen und nochmals anhand
einer andersartig zusammengesetzten Zellsubpopulation darstellen, wurde als néchstes eine CD11b+
Mischpopulation aus Knochenmarkszellen und Splenozyten mit 20 ng/ml IL- 13, 10pg/ml PGN, 1
pg/ml LPS, PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) und PGN (10
pg/mi)+ LPS (1 pg/mi)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert. Diese CD11b+ Mischpopulation setzt sich nun
aus Zellen zusammen, welche bereits durch lymphatische Zirkulation mit Antigenen in Kontakt treten

konnten und jenen, welche bislang noch keiner Antigenprasentation ausgesetzt waren.
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Abb.13: IL- 12 Produktion in CD11b+ Splenozyten und Knochenmarkszellen

CD11b+ Zellen wurden per MACS aus der Milz und dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mé&use isoliert und mit jeweils IL-
13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) und
PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert und fir 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. Unter
Verwendung einer 96- Well Zellkulturplatte wurde die I1L- 12 Produktion mit dem OptEIA™ mouse IL- 12 (p40) ELISA Set
von BD Biosciences fur die jeweilige Stimulation vermessen.

Wahrend in der unstimulierten Kontrollgruppe und bei den mit IL- 13 stimulierten Zellen nur ein
sparlicher Anstieg an IL- 12 gezeigt werden konnte, geht aus der PGN- und LPS- Stimulation eine
deutliche Zunahme hervor: Die IL- 12 Produktion der mit PGN stimulierten Zellen stieg auf das 9,2
fache und die der mit LPS versetzten Zellen auf das 9,0 fache an. Beide Stimulationen zeigten nach
IL- 13 Zugabe eine deutliche Reduktion der IL- 12 Konzentration: Die mit PGN stimulierten Zellen
zeigen nur noch 40,1% des Ausgangswertes, wohingegen die Gruppe der LPS- Stimulation nur noch

43,2% der ursprunglichen IL- 12 Produktion aufzeigt.
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3.3.6 IL- 10 Produktion stimulierter Zellen

Um aufzuzeigen, welchen Einfluss IL- 13 auf die Produktion eines antiinflammatorischen Zytokins
hat, wurden Zellen mit 20 ng/ml IL- 13, 10 pg/ml PGN, 1 pg/ml LPS, PGN (10 pg/mh)+ IL- 13 (20
ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+
LPS (1 pg/mh+ IL- 13 (20 ng/ml) unter sterilen Bedingungen stimuliert und fir 24 h unter
Standardbedingungen kultiviert. AnschlieBend wurde die Konzentration von IL- 10 mit dem OptEIA
™ mouse IL- 10 ELISA Set von BD Biosciences analysiert. IL- 10, welches vor allem durch
Monozyten und TH,- Lymphozyten sezerniert wird, wurde bewusst als reprasentatives
antiinflammatorisches Zytokin ausgewdhlt. Gezeigt werden soll der Effekt von IL- 13 auf die
Produktion eines TH,- Zytokins um dies schlussendlich der Auswirkung von IL- 13 auf Zytokine der
TH;- Klasse gegentberzustellen. Im folgenden werden die verschiedenen IL- 10 Konzentrationen der
jeweiligen Stimulation von CD11b+ Knochenmarkszellen dargestellt. J774- Zellen produzierten in
den durchgefiihrten Untersuchungen eine zu vernachléssigende Menge an IL- 10, weshalb keine
Aussage (ber die in der jeweiligen Stimulation produzierte Menge an IL- 10 gemacht werden konnte.
Dieser Tatbestand wurde in zwei voneinander unabhéngigen Versuchen demonstriert (Daten nicht

gezeigt).
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Abb.14: Auswirkung von IL- 13 auf die IL- 10 Produktion stimulierter CD11b+ KM- Zellen

CD11b+ Knochenmarkszellen wurden per MACS aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mduse isoliert und mit jeweils
IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml),
PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) stimuliert und fir 24 h unter
Standardbedingungen kultiviert. Unter Verwendung von 96- Well Nunc MaxiSorp Platten wurde die IL- 10 Produktion mit
dem OptEIA™ mouse IL- 10 ELISA Set von BD Biosciences fir die jeweilige Stimulation vermessen. Die Daten werden
wiedergegeben als Mittelwerte £ SEM von drei unabh&ngigen Experimenten.
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Die unstimulierten Kontrollzellen sowie CD11b+ Knochenmarkszellen, welche mit IL- 13 versetzt
wurden, zeigen keine merkliche Produktion an IL- 10, wobei erstere 13,5% mehr IL- 10 produzieren
als CD11b+ Knochenmarkszellen, welche nur mit IL- 13 stimuliert wurden. Vergleicht man die PGN-
Stimulation mit der LPS- Stimulation, erkennt man, dass PGN einen deutlichen Anstieg der IL- 10
Konzentration hervorruft (70,4 facher Anstieg), wohingegegen mit LPS stimulierte Zellen nur
geringfugig an IL- 10 zulegen (2,3 facher Anstieg). Auch Zellen, welche sowohl mit PGN als auch
LPS stimuliert wurden, zeigen mit einem 71,3 fachen Anstieg eine deutlich positive Verdnderung die
IL- 10 Produktion betreffend. Werden die einzelnen Stimulationen PGN, LPS und PGN+ LPS
zugleich mit IL- 13 behandelt, so erkennt man bei den mit PGN+ IL- 13 stimulierten
Knochenmarkszellen einen Riickgang der IL- 10 Konzentration um 13,1%, bei den LPS+ IL- 13
stimulierten Zellen einen Anstieg um 2% und bei den mit PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen

einen Rickgang um 7,7%.

3.4 Expression des Toll- like Rezeptor 4 und Toll- like Rezeptor 2

Um die unmittelbare Auswirkung des TH,- Zytokins IL- 13 auf die oberflachliche TLR2 und TLR4-
Expression néher zu bestimmen, wurden im folgenden Experiment zunéchst J774- Zellen mit IL- 13
(20 ng/ml), PGN (210 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL-
13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml) und PGN (10 pg/mh+ LPS (1 pg/mh+ IL- 13 (20
ng/ml) unter sterilen Bedingungen stimuliert und fiir 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. IL-
13 wurde bereits 24 h vor der eigentlichen PGN, LPS bzw. PGN+ LPS Stimulation hinzugefugt, so
dass sich flr IL- 13 eine Gesamtinkubationszeit von 48 h ergibt. AnschlieBend wurden die Zellen der
jeweiligen Stimulation mit einem PE- labeled anti- mouse TLR4 AK geférbt, um die Expression des
TLR2 bzw. TLR4 auf J774- Zellen quantitativ per FACS- Analyse zu vermessen.
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3.4.1 Oberflachliche Expression des Toll- like Rezeptor 4 auf J774- Zellen
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Abb.15: IL- 13 vermindert die oberflachliche TLR4- Expression auf J774- Zellen

Die TLR4- Expression wurde anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten J774- Zellen,
PGN stimulierten J774- Zellen, LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ IL- 13
stimulierten J774- Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die IL- 13
Stimulation erfolgte jeweils 24 h vor PGN, LPS bzw. PGN+ LPS Stimulation. Nach Stimulation der Zellen erfolgte jeweils
eine Inkubationsdauer von 24 h unter Standardbedingungen. Um die TLR4- Expression per FACS-Analyse sichtbar zu
machen, wurde ein PE-labeled anti- mouse AK verwendet. A-C Die TLR4- Expression in unstimulierten J774- Zellen
(orange Graphen) wurde verglichen mit IL- 13 stimulierten J774- Zellen (hellgrine Graphen), mit PGN stimulierten J774-
Zellen (A, blaue Graphen), LPS- stimulierten J774- Zellen (B, schwarze Graphen) und PGN+ LPS stimulierten J774- Zellen
(C, braune Graphen). D-E Die TLR4- Expression PGN stimulierter J774- Zellen wurde verglichen mit PGN+ IL- 13
stimulierten Zellen (D, griiner Graph), die TLR4- Expression LPS stimulierter Zellen mit LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen (E,
roter Graph) und die TLR4- Expression PGN+ LPS stimulierter Zellen mit PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen (F,
hellblauer Graph). Der jeweils grau unterlegte Graph spiegelt die dazugehdrige PE- labeled rat IgG2b,k Isotypkontrolle eines
jeden Experimentes wider. Diese Ergebnisse sind reprasentativ fur vier unabhéngige Experimente mit vergleichbaren
Ergebnissen.
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Die Teilabbildungen A- C zeigen, dass sowohl PGN (blauer Graph), LPS (schwarzer Graph), als auch
die Kombination beider aus PGN+ LPS (brauner Graph) auf J774- Zellen einen Anstieg der basalen
TLRA4- Expression, welche durch die unstimulierten Kontrollzellen (oranger Graph) zum Ausdruck
gebracht wird, induzieren: In allen drei Stimulationen erfolgt ein Rechts- Shift entlang der x -Achse
und somit eine vermehrte Expression des TLR4. In allen drei Stimulationen ist der Anstieg der TLR4-
Expression in etwa gleichem MalRe positiv. Werden die Zellen nur mit IL- 13 (hellgriiner Graph)
stimuliert, hat dies keine Auswirkung auf die Expression des TLR4 in J774- Zellen. Vergleicht man
nun die PGN-, LPS- und PGN+ LPS- Stimulationen jeweils mit denjenigen, welche bereits 24 h
vorher zusétzlich mit IL- 13 inkubiert wurden, kann man den Graphen D- F entnehmen, dass in allen
drei Stimulationen die oberflachliche Expression des TLR4 signifikant verringert wird. Wahrend
durch die PGN+ IL- 13 Stimulation (griner Graph) die durch PGN induzierte, erhéhte TLRA4-
Expression wieder auf etwa das basale Ausgangslevel, was mit der TLR4- Expression der
unstimulierten Zellen (oranger Graph) gleichzusetzen ist, reduziert wird, stellt sich die TLR4-
Expression dezimierende Funktion von IL- 13 in der LPS - und in der PGN+ LPS- Stimulation noch
deutlicher dar (E, F): Hier wird die Expression des TLR4 durch IL- 13 nicht nur in dem Male
verringert, wie sie durch die LPS bzw. PGN+ LPS- Stimulation, verglichen mit den unstimulierten
Zellen (B, C), erhoht wurde, sondern sie fallt deutlich unter das Level der unstimulierten J774-
Kontrollzellen. IL- 13 hebt demnach den die TLR4- Expression stimulierenden Effekt von LPS und
PGN+LPS nicht nur auf, sondern fiihrt zu einer weitaus reduzierten Expression des TLR4 in diesen

beiden Stimulationen.
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3.4.2 Oberflachliche Expression des Toll- like Rezeptor 2 auf J774- Zellen
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Abb.16: Auswirkung von IL- 13 auf die oberfléachliche TLR2- Expression auf J774- Zellen

Die TLR2- Expression wurde anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten J774- Zellen,
PGN stimulierten J774- Zellen, LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ LPS stimulierten J774- Zellen, PGN+ IL- 13
stimulierten J774- Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die IL- 13
Stimulation erfolgte jeweils 24 h vor PGN, LPS bzw. PGN+ LPS Stimulation. Nach Stimulation der Zellen erfolgte jeweils
eine Inkubationsdauer von 24 h unter Standardbedingungen. Um die TLR2- Expression per FACS- Analyse sichtbar zu
machen, wurde ein FITC- labeled mouse- anti rabbit AK verwendet. A-C Die TLR2- Expression in unstimulierten J774-
Zellen (orange Graphen) wurde verglichen mit IL- 13 stimulierten J774- Zellen (hellgriine Graphen), mit PGN- stimulierten
J774- Zellen (A, blaue Graphen), LPS- stimulierten J774- Zellen (B, schwarze Graphen) und PGN+ LPS stimulierten J774-
Zellen (C, braune Graphen). D-E Die TLR2- Expression PGN stimulierter J774- Zellen wurde verglichen mit PGN+ IL- 13
stimulierten Zellen (D, griiner Graph), die TLR2- Expression LPS stimulierter Zellen mit LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen (E,
roter Graph) und die TLR2- Expression PGN+ LPS stimulierter Zellen mit PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen (F,
hellblauer Graph). Der jeweils grau unterlegte Graph spiegelt die dazugehorige FITC- labeled rat IgG2b,x Isotypkontrolle
eines jeden Experimentes wider. Diese Ergebnisse sind représentativ fur vier unabhéngige Experimente mit vergleichbaren

Ergebnissen.
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Die Teilabbildungen A- C demonstrieren, dass sowohl PGN (blauer Graph), LPS (schwarzer Graph)
als auch PGN+ LPS (brauner Graph) auf J774- Zellen einen Anstieg der basalen TLR2- Expression,
die durch die unstimulierten Kontrollzellen (oranger Graph) gezeigt wird, induzieren: In allen drei
Stimulationen erfolgt ein Rechts- Shift entlang der X- Achse und somit eine vermehrte Expression des
TLR2. Verglichen mit der TLR4- Expression fallt die durch PGN, LPS und PGN+ LPS entstehende
Mehrinduktion der TLR Expression jedoch deutlicher aus, zumal der Rechts- Shift entlang der x -
Achse beeindruckender zum Ausdruck kommt. Werden die J774- Zellen nur mit IL- 13 (hellgriiner
Graph) stimuliert, wird aus den Abbildungen A- C ersichtlich, dass durch IL- 13 die Expression des
TLR2, verglichen mit den unstimulierten Kontrollzellen, deutlich abnimmt. Anders verhalt es sich mit
den PGN+ IL- 13- (griiner Graph), LPS+ IL- 13- (roter Graph) und PGN+ LPS+ IL- 13 (hellblauer
Graph) Stimulationen (D- E): Hier vermag IL- 13 die durch die Stimulationen induzierte zusatzliche
TLR2- Expression nicht zu reduzieren, weder auf das Basallevel der unstimulierten Kontrollzellen,
noch auf ein darunter liegendes Mak. IL- 13 hat demnach keine Auswirkung auf die oberflachliche
TLR2- Expression stimulierter J774- Zellen, reduziert jedoch die Expression des TLR2 in

unstimulierten J774- Zellen.
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3.4.3 Oberflachliche Expression des Toll- like Rezeptor 4 auf CD11b+ Zellen
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Abb.17: Expression des TLR4 auf CD11b+ Knochenmarkszellen

Die TLR4- Expression wurde anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten CD11b+ Zellen,
PGN stimulierten CD11b+ Zellen, LPS stimulierten CD11b+ Zellen, PGN+ LPS stimulierten CD11b+ Zellen, PGN+ IL- 13
stimulierten CD11b+ Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die IL-
13 Stimulation erfolgte jeweils 24 h vor PGN, LPS bzw. PGN+ LPS Stimulation. Nach Stimulation der Zellen erfolgte
jeweils eine Inkubationsdauer von 24 h unter Standardbedingungen. Um die TLR4- Expression per FACS-Analyse sichtbar
zu machen, wurde ein PE- labeled anti- mouse Antikdrper verwendet. A-C Die TLR4- Expression in unstimulierten CD11b+
Zellen (orange Graphen) wurde verglichen mit IL- 13 stimulierten CD11b+ Zellen (hellgrine Graphen), mit PGN-
stimulierten CD11b+ Zellen (A, blaue Graphen,), LPS- stimulierten CD11b+ Zellen (B, schwarze Graphen) und PGN+ LPS
stimulierten CD11b+ Zellen (C, braune Graphen). D-E Die TLR4- Expression PGN- stimulierter CD11b+ Zellen wurde
verglichen mit PGN+ IL- 13 stimulierten Zellen (D, griner Graph), die TLR4- Expression LPS-stimulierter Zellen mit LPS+
IL- 13 stimulierten Zellen (E, roter Graph) und die TLR4- Expression PGN+ LPS stimulierter Zellen mit PGN+ LPS+ IL- 13
stimulierten Zellen (F, hellblauer Graph). Der jeweils grau unterlegte Graph spiegelt die dazugehérige PE- labeled rat
1gG2b,x Isotypkontrolle eines jeden Experimentes wider. Diese Ergebnisse sind représentativ fiir vier unabhéngige

Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.
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Die Schaubilder A- C zeigen, dass sowohl PGN (blauer Graph), LPS (schwarzer Graph), als auch
PGN und LPS (brauner Graph) zusammen eine vermehrte Expression des TLR4 im Vergleich mit
unstimulierten CD11b+ Kontrollzellen induzieren, wobei der groRte Rechts- Shift entlang der x -
Achse, d.h. die meiste Mehrinduktion der TLR4- Expression dem Stimulus PGN in Schaubild A
zugeordnet werden kann. Die alleinige Stimulation durch IL- 13 (hellgriner Graph) bewirkt keine
veranderte Expression verglichen mit den unstimulierten Kontrollzellen. Die TLR4- Expression der
unstimulierten Kontrollzellen und der Zellen, welche mit IL- 13 stimuliert wurden, ist nur geringfugig
gegeniiber der mitgefuhrten Isotypenkontrolle erhéht. Wenn man die TLR4- Expression der drei
Stimuli PGN, LPS und PGN+ LPS jeweils mit der Expression vergleicht, die durch die zusatzliche
Gabe von IL- 13 induziert wird, stellt man fest, dass IL- 13 weder in der PGN-, LPS-, noch in der
PGN+ LPS Stimulation eine Auswirkung auf die Expression des TLR4 hat (D-E).
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3.4.4 Oberflachliche Expression des Toll- like Rezeptor 2 auf CD11b+ Zellen
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Abb.18: TLR2- Expression auf CD11b+ Knochenmarkszellen

Die TLR2- Expression wurde anhand FACS- Analyse bei unstimulierten Kontrollzellen, IL- 13 stimulierten CD11b+ Zellen,
PGN stimulierten CD11b+ Zellen, LPS stimulierten CD 11b+ Zellen, PGN+ LPS stimulierten CD11b+ Zellen, PGN+ IL- 13
stimulierten CD 11b+ Zellen, LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen und PGN+ LPS+ IL- 13 stimulierten Zellen bestimmt. Die IL-
13 Stimulation erfolgte jeweils 24 h vor PGN, LPS bzw. PGN+ LPS Stimulation. Nach Stimulation der Zellen erfolgte
jeweils eine Inkubationsdauer von 24 h unter Standardbedingungen. Um die TLR2- Expression per FACS- Analyse sichtbar
zu machen, wurde ein FITC- labeled anti- mouse AK verwendet. A-C Die TLR2- Expression in unstimulierten CD11b+
Zellen (orange Graphen) wurde verglichen mit IL- 13 stimulierten CD11b+ Zellen (hellgrine Graphen), mit PGN-
stimulierten CD11b+ Zellen (A, blaue Graphen), LPS- stimulierten CD11b+ Zellen (B, schwarze Graphen) und PGN+ LPS
stimulierten CD11b+ Zellen (C, braune Graphen). D-E Die TLR2- Expression PGN stimulierter CD11b+ Zellen wurde
verglichen mit PGN+ IL- 13 stimulierten Zellen (D, griiner Graph), die TLR2- Expression LPS- stimulierter Zellen mit LPS+
IL- 13 stimulierten Zellen (E, roter Graph) und die TLR2- Expression PGN+ LPS stimulierter Zellen mit PGN+ LPS+ IL- 13
stimulierten Zellen (F, hellblauer Graph). Der jeweils grau unterlegte Graph spiegelt die dazugehdrige FITC- labeled rat
IgG2b,k Isotypenkontrolle eines jeden Experimentes wider. Diese Ergebnisse sind reprasentativ flr vier unabhéngige
Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen
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Auch die Expression des TLR2 bei CD11b+ Knochenmarkszellen von Balb/c Mausen kann sowohl
durch PGN (blauer Graph), LPS (schwarzer Graph), als auch PGN+ LPS (brauner Graph) angeregt
werden. Die Mehrinduktion der Expression verhalt sich in allen drei Stimulationen gleich (A- C). Es
ist, die TLR2- Expression betreffend, kein Unterschied ersichtlich zwischen unstimulierten Zellen
(oranger Graph) und solchen, welche mit IL- 13 (hellgriiner Graph) stimuliert wurden. Vergleicht man
die TLR2- Expression der drei verwendeten Stimuli PGN, LPS, und PGN+ LPS mit der jeweiligen
Probe, in welcher zusétzlich IL- 13 mitgefihrt wurde, erkennt man keinen deutlichen Unterschied. IL-
13 hat demnach keine Auswirkung auf die durch die verwendeten Stimuli hervorgerufene
Mehrexpression des TLR2 bei CD11b+ Knochenmarkszellen von Balb/c Mé&usen.

3.5 mMRNA- Expression

Da bereits durch die Detektion des TLR2 bzw. TLR4 auf Proteinebene per FACS- Analyse gezeigt
werden konnte, dass IL- 13 sich auf die oberflachliche Expression dieser TLRs auf J774- Zellen
auswirkt, sollte im Anschluss daran die Auswirkung von IL- 13 auf die Expression von TLR2 bzw.
TLR4 auf mRNA- Ebene untersucht werden. Hierfir wurden J774- Zellen mit TLR- spezifischen
Liganden wie folgt unter sterilen Bedingungen stimuliert: IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1
pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) und PGN (10 pg/ml)+
LPS (1 pg/mi)+ IL- 13 (20 ng/ml). Die Inkubation unter Standardbedingungen erfolgte fiir alle TLR-
spezifischen Liganden fur 13 h. IL- 13 wurde gleichzeitig mit den TLR- spezifischen Liganden
verabreicht. Nach mRNA Extraktion mittels TRIZOL wurde die mRNA mit dem SuperScript 1 First-
Strand Synthesis SuperMix von Invitrogen in die entsprechende cDNA umgeschrieben und

anschieflend in einer quantitativen real- time PCR analysiert.



Ergebnisse 79

3.5.1 mRNA- Expression des Toll- like Rezeptor 2
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ADbDb.19: IL- 13 reduziert die TLR2 mRNA- Expression in stimulierten J774- Zellen

Quantitative real- time PCR zur Bestimmung der TLR2 mRNA- Expression in J774- Zellen. Zellen wurden bis zur Adharenz
5 h mit serumhaltigen Medium und anschlieBend weitere 5 h mit serumfreien Medium inkubiert. AnschlieRend folgte die
Stimulation mit IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL-
13 (20 ng/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml). Die Inkubation von IL- 13 bzw. der TLR-
spezifischen Liganden PGN und LPS erfolgte fur 13 h. Werte sind relativ zum Housekeeping Gen B-Aktin und wurden auf
das Level der unstimulierten Kontrollzellen normiert. Die Daten werden wiedergegeben als Mittelwerte £ SEM von drei
unabhéngigen Experimenten.

Sowohl die Stimulation durch PGN wie auch die Stimulation durch LPS bewirkt einen Anstieg der
TLR2- Expression auf mRNA- Ebene: So fihrt, jeweils verglichen mit unstimulierten Kontrollzellen,
PGN zu einer 3,4 fach und LPS zu einer 4,1 fach erhdhten Expression des TLR2 in J774- Zellen.
Werden die Zellen neben den TLR- spezifischen Liganden zusétzlich mit IL- 13 stimuliert, kann ein
Rickgang dieser durch die jeweiligen Liganden hervorgerufenen zusétzlichen Expression gezeigt
werden: IL- 13 reduziert die Expression der mit PGN- stimulierten Zellen hdchst signifikant um
59,48% (P< 0.0001) und die der mit LPS stimulierten Zellen signifikant um 73,90% (P< 0.05).
Werden die Zellen nur mit IL- 13 alleine stimuliert, verringert sich die Expression des TLR auf das
0,78 fache. IL- 13 verringert daher die TLR2 mRNA- Expression in stimulierten J774- Zellen.
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3.5.2 mRNA- Expression des Toll- like Rezeptor 4
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Abb.20: TLR- spezifische Liganden verringern die TLR4 mRNA- Expression in J774- Zellen

Quantitative real- time PCR zur Bestimmung der TLR4 mRNA- Expression in J774- Zellen. Zellen wurden bis zur Adhérenz
5 h mit serumhaltigen Medium und anschlieBend weitere 5 h mit serumfreien Medium inkubiert. AnschlieRend folgte die
Stimulation mit IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml), LPS (1 pg/ml)+ IL-
13 (20 ng/ml) und PGN (10 pg/ml)+ LPS (1 pg/ml )+ IL- 13 (20 ng/ml). Die Inkubation von IL- 13 bzw. der TLR-
spezifischen Liganden PGN und LPS erfolgte fir 13 h. Werte sind relativ zum Housekeeping Gen B-Aktin und wurden auf
das Level der unstimulierten Kontrollzellen normiert. Die Daten werden wiedergegeben als Mittelwerte + SEM von drei
unabhéngigen Experimenten.

Durch die Stimulation mit den TLR- spezifischen Liganden PGN und LPS reduziert sich die TLR4
MRNA- Expression in allen Stimulationen enorm. Im Vergleich mit unstimulierten Kontrolizellen,
welche auf den Wert 1 normiert wurden, ist in der PGN- Stimulation der 0,36 fache und bei den mit
LPS stimulierten Zellen der 0,38 fache Wert der TLR4 mRNA- Expression festzustellen. Werden die
Zellen zusatzlich mit IL- 13 stimuliert, andert sich die mMRNA- Expression im Vergleich mit den TLR
spezifischen Stimulationen wie folgt: Die TLR4- Expression der PGN- Stimulation geht um weitere
13,8% sowie die der LPS- Stimulation um 72,1% zuriick.

Aus der alleinigen Stimulation der Zellen mit IL- 13 folgt ein Riickgang der TLR4 mRNA- Expression

um 29% auf das 0,71 fache des normierten Ausganswertes.
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3.5.3 CD14 mRNA- Expression stimulierter J774- Zellen

In etwaigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass CD14 eine entscheidende Funktion in der
Aktivierung des TLR4- MD2 Komplexes hat, indem es zum einen die Sensitivitdt dieses
Rezeptorkomplexes fur seinen Liganden LPS zu steigern scheint und zudem eine unabdingbare
Voraussetzung zur Aktivierung des MyD88- unabhdngigen TLR4- Signalweges darstellt. Im
Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss IL- 13 auf die mRNA- Expression von CD14 in
unstimulierten und mittels PGN bzw. LPS stimulierten Zellen hat. Hierflr wurden J774- Zellen mit
TLR- spezifischen Liganden wie folgt unter sterilen Bedingungen stimuliert: IL- 13 (20 ng/ml), PGN
(10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/mh+ IL- 13 (20 ng/ml) und LPS (1 pg/mh+ IL- 13 (20
ng/ml). Die Inkubation unter Standardbedingungen erfolgte fur alle TLR- spezifischen Liganden fur
13 h. IL- 13 wurde gleichzeitig mit den TLR- spezifischen Liganden verabreicht. Nach mRNA
Extraktion mittels TRIZOL wurde die mRNA mit dem SuperScript Il First- Strand Synthesis
SuperMix von Invitrogen in die entsprechende cDNA umgeschrieben und anschieBend in einer
quantitativen real- time PCR analysiert.
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Abb.21: Auswirkung von IL- 13 auf die CD14 mRNA- Expression in J774- Zellen

Quantitative real- time PCR zur Bestimmung der CD14 mRNA- Expression in J774- Zellen. Zellen wurden bis zur Adhédrenz
5 h mit serumhaltigen Medium und anschlielend weitere 5 h mit serumfreien Medium inkubiert. AnschlieBend folgte die
Stimulation mit IL- 13 (20 ng/ml), PGN (10 pg/ml), LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) und LPS (1 pg/ml)+
IL- 13 (20 ng/ml). Die Inkubation von IL- 13 bzw. der TLR- spezifischen Liganden PGN und LPS erfolgte fir 13 h. Werte
sind relativ zum Housekeeping Gen -Aktin und wurden auf das Level der unstimulierten Kontrollzellen normiert. Die Daten
werden wiedergegeben als Mittelwerte + SEM von zwei unabh&ngigen Experimenten.
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Verglichen mit der unstimulierten Kontrollgruppe steigt die CD14 mRNA- Expression in den mit LPS
stimulierten Zellen um 38% an. Werden jene Zellen nun simultan mit IL- 13 stimuliert ergibt sich
hinsichtlich der CD14 mRNA- Expression ein hoch signifikanter Ruckgang (P< 0.01) um lber 90%.
Bezuglich der mittels PGN bzw. PGN+ IL- 13 stimulierten Zellen ergibt sich kein wesentlicher
Unterschied zu den unstimulierten Kontrollzellen. Werden die J774- Zellen lediglich mit IL- 13
stimuliert, kann, verglichen mit den unstimulierten Zellen, ein Riickgang von Uber 73% verzeichnet
werden. IL- 13 verringert daher die CD14 mRNA- Expression in unstimulierten sowie mit LPS
stimulierten J774- Zellen.

3.6 Einfluss von IL- 13 auf Transkriptionsfaktoren

Durch den Konzentrationsnachweis von IL- 12 bei stimulierten J774- Zellen und CD11b+
Knochenmarks- bzw. Milzzellen per ELISA wurde bereits gezeigt, dass IL- 13, als ein Vertreter der
TH,- Immunantwort, einen reduzierenden Effekt auf die Produktion von IL- 12 hat. Das
proinflammatorische IL- 12, welches u.a. durch die Aktivierung von Makrophagen, NK Zellen und T-
Zellen beispielsweise der Eliminierung phagozytierter Mikroorganismen oder infizierter Zellen dient
und als eine Art Verbindung zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem angesehen
werden kann, steht hierbei am Ende einer Signalkaskade, als Resultat des Toll- like
Rezeptorsignalweges. Die Transkription von IL- 12 wird hierbei durch eine ganze Reihe verschiedener
Transkriptionsfaktoren reguliert. Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt kann dem
Transkriptionsfaktor NF- «B im Signalweg des Toll- like Rezeptors eine bedeutende Rolle
zugesprochen werden. Ein weiterer wichtiger und gut untersuchter Transkriptionsfaktor ist das CAMP
response element-binding protein (CREB). Um die Auswirkung von IL- 13 im Toll- like
Rezeptorsignalweg eine Ebene vor der eigentlichen Produktion von IL- 12, ndmlich auf der Ebene der
Transkription, naher zu betrachten, wurde im folgenden Versuch die Bindungsaktivitat von NF- kB
und CREB jeweils nach Stimulation mit PGN bzw. PGN+ IL- 13 untersucht. Verwendet wurden
hierfir aus dem Knochenmark generierte dendritische Zellen. Diese wurden mit PGN (10 pg/ml) bzw.
PGN (10pg/ml)+ IL-13 (20ng/ml) stimuliert und fiir 30 min bzw. 120 min unter Standardbedingungen
inkubiert. AnschlieBend wurde mit einem TransFactor Whole Extraction Kit aus den generierten
dendritischen Zellen nukledres Extrakt gewonnen um im Anschluss die DNA- Bindungskapazitét von
NF- kB mit einem Colorimetric assay zu untersuchen. Dieser sensitive, auf ELISA- Methodik
basierende assay erlaubt sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen Uber die DNA-
Bindungskapazitat der Transkriptionsfaktoren im nukledren Extrakt der stimulierten dendritischen

Zellen.
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3.6.1 Einfluss von IL- 13 auf den Transkriptionsfaktor NF- kB

NF-kB

Abb.22: IL- 13 reduziert die DNA- Bindungskapazitat des Transkriptionsfaktors NF- kB

Dendritische Zellen wurden aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mé&use generiert und fiir 30 min bzw. 120 min jeweils
mit PGN (10 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) steril stimuliert und unter Standardbedingungen inkubiert. Mit
einem TransFactor Whole Extraction Kit wurde nukledres Extrakt aus den stimulierten Zellen gewonnen und die DNA-
Bindungskapazitét des Transkriptionsfaktors NF- kB bestimmt. Die Daten werden wiedergegeben als Mittelwerte = SEM von
zwei unabhéngigen Experimenten.

So nimmt die Kapazitat an die fur den Transkriptionsfaktor NF- kB typische DNA zu binden bei
dendritischen Zellen, welche fir 30 min mit PGN stimuliert wurden, im Vergleich mit unstimulierten
Kontrollzellen, um das 7,1 fache zu. Werden die Zellen fur 120 min mit PGN stimuliert, fallt die
Bindungskapazitat des Transkriptionsfaktors bereits geringer aus: es kann lediglich eine 2,9 fache
Zunahme gezeigt werden. Durch die zusétzliche Stimulation mit IL- 13 nimmt das Bindungsvermdgen
des nukleéren Faktors —xB, verglichen mit den jeweils nur mit PGN stimulierten Zellen, in folgendem
MafRe ab: bei dendritschen Zellen, welche 30 min stimuliert wurden, um 35,1% und bei denjenigen,
welche 120 min der PGN bzw. der PGN+ IL- 13 Stimulation ausgesetzt waren, um 27,4%. IL- 13
mindert daher das DNA- Bindungsvermdgen des Transkriptionsfaktors NF- kB sowohl kurze Zeit
nach der Aktivierung desselben (30 min), als auch nach einem Zeitraum, in welchem der
Aktivitatsgrad von NF- kB bereits deutlich reduziert ist (120 min).
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3.6.2 Einfluss von IL- 13 auf den Transkriptionsfaktor CREB
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ADbDb.23: IL- 13 reduziert die DNA- Bindungskapazitat des Transkriptionsfaktors CREB

Dendritische Zellen wurden aus dem Knochenmark weiblicher Balb/c Mé&use generiert und fiir 30 min bzw. 120 min jeweils
mit PGN (10 pg/ml) und PGN (10 pg/ml)+ IL- 13 (20 ng/ml) steril stimuliert und unter Standardbedingungen inkubiert. Mit
einem TransFactor Whole Extraction Kit wurde nukledres Extrakt aus den stimulierten Zellen gewonnen und die DNA-
Bindungskapazitét des Transkriptionsfaktors CREB bestimmt. Die Daten werden wiedergegeben als Mittelwerte + SEM von
zwei unabhéngigen Experimenten.

Die Bindungskapazitat und somit die Aktivitat des Transkriptionsfaktors CREB nimmt nach 30-
mindtiger Stimulation um das 6,8 fache zu, nach 120- min(tiger Stimulation ebenfalls um das 6,8
fache. Durch die zuséatzliche Stimulation mit IL- 13 wird das Bindungsvermogen von CREB bzw.
dessen Aktivitdt, verglichen mit der alleinigen Stimulation mit PGN, nach 30 min signifikant um
71,1% reduziert (P< 0.05), wohingegen in der Gruppe mit 120 min langer Stimulation ein Anstieg der

Bindungskapazitat von 11,7% detektiert werden konnte.
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4 Diskussion

4.1 Die Entzindung- eine komplexe Antwort des angeborenen

Immunsystems

Der Begriff der Entziindung stellt eine komplexe Antwort auf Infektionen, Traumata und andere
Konditionen der homdostatischen Imbalance dar **°. Die entziindliche Reaktion besteht aus einer
Vielzahl  verschiedener  Komponenten  mit  unterschiedlichen  Funktionen, inklusive
proinflammatorischen Mediatoren, welche die Immunantwort koordinieren, und antimikrobiellen
Mediatoren, deren Aufgabe es ist Pathogene effizient zu bekampfen. Toll- like Rezeptoren sind die
bekanntesten und meist untersuchten Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, welche fur den
Beginn einer Entziindungsreaktion verantwortlich sind. TLRs erkennen spezifisch Muster etwaiger in
den Wirt eindringender Pathogene aber auch kommensaler Strukturen. Sie dienen somit als Sensoren
der angeborenen Immunitat und setzen in einer fir den jeweiligen TLR spezifischen Kaskade einen
Signalweg in Gang, an dessen Ende die Regulation von Transkriptionsfaktoren und schlieflich die
Expression proinflammatorischer Gene bzw. Zytokine steht ',

Die proinflammatorischen Mediatoren aktivieren ihrerseits Endothelzellen, welche Leukozyten
rekrutieren und schlielich fur Plasmaproteine, Gerinnungsfaktoren sowie Komplementfaktoren
durchgéngig sind, die nun an den Ort des entzindeten Gewebes gelangen kénnen'. Bei
unzureichender Kontrolle des Pathogens durch die initiale, lokale Antwort kommt es zur Aktivierung
einer systemischen Reaktion im Sinne einer von Makrophagen vermehrten Produktion wvon
beispielsweise TNFo und IL- 1, was letztendlich zur Erh6hung der Korpertemperatur, zu Fieber fuhrt.
Ebenfalls von Makrophagen produziertes IL- 6 setzt eine Akut- Phasen- Reaktion, welche die erste
Phase der Entziindungsreaktion darstellt, in Gang. Dabei werden diverse metabolische Mediatoren,
zusétzliche Faktoren der Koagulation, Opsonine sowie antiinflammatorische Zytokine gebildet, um
den Korper, im Rahmen einer Veranderung der systemischen Homdostase, bei der Immunantwort zu

unterstiitzen .

4.2 Konsequenzen einer fehlregulierten Entziindungsreaktion-

Rolle der Toll- like Rezeptoren

Die Aktivierung von TLRs ist nicht selten ein zweiseitiges Schwert: Wahrend TLRs zum einen
essentiell sind um eine angeborene Immunantwort auszulésen und durch ihre regulatorische Funktion

auch die erworbene Immunantwort zu induzieren bzw. zu verstiarken *** *° kann es im Rahmen der
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beschriebenen Entziindungsreaktion bei einigen Mitgliedern der TLR- Familie auch zu einer
ungeordneten, nicht- regulierten Entziindungsreaktion mit dramatischen Verénderungen der
Gewebsphysiologie kommen. TLRs spielen daher eine erhebliche Rolle in der Pathogenese von
Autoimmun-, Infektions- sowie chronisch- entziindlichen Erkrankungen 47,

Eine der dramatischsten Konsequenzen einer Uberschielenden, akuten Entzindung im Rahmen einer
Infektion stellt der septische Schock dar. Bakterielles LPS flihrt als potentester Induktor einer
entziindlichen Antwort zu einer exzessiven Produktion proinflammatorischer Zytokine ***. Wihrend
jene Zytokine das Endothel der BlutgefaRe aktivieren und somit undicht bzw. durchgéngig machen,
werden zeitgleich Gerinnungsfaktoren ausgeschuttet, Antagonisten der Gerinnung unterdriickt und es
kommt zu einer vermehrten Produktion von Fibringerinnseln in den kleinen Blutgefalien. Es resultiert
eine enorm verminderte Blutzufuhr zu den Geweben und Organen, was im schlimmsten Falle zum
multiplen Organversagen und zum Tode fiihrt, selbst bei bestmdglicher antibiotischer Therapie 3* .
Bei der Induktion chronisch- entziindlicher Erkrankungen spielen TLRs eine entscheidende Rolle in
der Entstehung chronischer Atemwegserkrankungen wie Asthma, einer TH,- vermittelten chronischen
Atemwegserkrankung % ***, COPD **? oder der rheumatoiden Arthritis **%. Charakterisiert ist eine
solch chronische Entziindung als eine Art Wechselspiel von Gewebsschadigung, gefolgt von einem
erfolglosen Versuch dieses Gewebe vollstdndig wiederherzustellen. Dies fiihrt mit der Zeit zu einem
Verlust der eigenen Toleranz (Autoimmunitat), zu malignen Entartungen (Tumor) oder schéadlichen
Veranderungen die Gewebsmorphologie oder- funktion (Fibrose) betreffend *’. Zu den TLR-
assoziierten Autoimmunkrankheiten gehort die Kardiomyopathie, ein Defekt des Herzens junger
Patienten einhergehend mit einer gesteigerten Funktion dendritischer Zellen ***, die autoimmune
Enzephalomyelitis ' oder die Atherosklerose *® **’. Desweiteren gibt es Studien, welche den TLRs
eine entscheidende Rolle in progressiven Prozessen des Diabetis mellitus *** **° bzw., durch die
Aktivierung autoreaktiver B- Zellen, der Entstehung des systemischen Lupus erythematodes

zusprechen

Zumal Pathogene naturgemé&lR ubiquitdr vorhanden sind, ist es fiir das Immunsystem wichtig einen
Ausgleich zwischen Aktivierung und Inhibition zu finden, um schédliche und unangemessene
Entziindungsreaktionen zu vermeiden. Die regulatorischen Mechanismen der Entziindung, welche
nach unserem Verstandnis vor allem auf die Kontrolle des TLR- Signalweges limitiert sind, bediirfen
daher einer engmaschigen, negativen Kontrolle, um tberschieBende Immunreaktionen zu vermeiden.
Die erwahnten TLR- assoziierten Erkrankungen konnten daher entweder von einer Uberaktivierung
der TLRs oder einer Fehlregulation der endogenen inhibitorischen Prozesse des TLR- Signalweges

herrithren 161163,

Negative Kontrollmechanismen stellen die regulierte Aktivierung des TLR-
Signalweges sicher und kénnen nach dem Ort der inhibierenden Wirkung unterschieden werden: So

differenziert man negative Mechanismen, welche membrands am jeweiligen TLR agieren, solche, die
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sich auf die intrazellulare Signaltransduktion auswirken und jene, welche nukledr die Transkription

bzw. Translation entsprechender Zytokine regulieren '*.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, welchen Einfluss das TH,- Zytokin IL- 13 auf die Expression,
Signaltransduktion bzw. die konsekutive Zytokinproduktion des TLR2 und TLR4 hat.

4.3 Ambivalenz von IL- 13 - profibrotisch vs antiinflammatorisch

Das Resultat vieler chronisch- entziindlicher und folglich das Organgewebe verandernder Prozesse ist
die Fibrose. Wahrend im Rahmen von akuten Entziindungen und Wundheilungsprozessen Fibrose sich
sicherlich glinstig auf den Gesamtverlauf auswirken kann, fihren fibrotische Verénderungen nicht
selten zu einem Umbau von ganzen Organen mit konsekutivem Funktionsverlust- ein wichtiger Grund
fur steigende Morbiditat und Mortalitat ** ', In zahlreichen Studien und Modellen wurden, wie
bereits teilweise in der Einleitung geschildert, dem TH,- Zytokin IL- 13 neben immunmodulatorischen
und antiinflammatorischen auch profibrotische und mit Allergien assoziierte proinflammatorische

Eigenschaften zugesprochen 0 114 124, 125,127, 165167

4.3.1 Immunmodulatorische, antiinflammatorische Eigenschaften von IL- 13

Im immunmodulatorischen Sinne beglinstigt IL- 13 u.a. die Proliferation von B- Zellen und induziert,
in Kombination mit einer CD40/CD40 Liganden Kostimulation, ein ,,class switching zu 1gG4 und
IgE *** veranlasst weiterhin beispielsweise auf B- oder antigenprasentierenden Zellen die Expression
etwaiger Oberflachenantigene, wie z.B. des IgE- Rezeptors CD23 oder MHC Kilasse Il Antigenen
14121 ynd fordert die Expression vieler Mitglieder der Integrin Familie (CD11b, CD11c, CD18,
CD29) ', Weiterhin wurde beschrieben, dass IL- 13 auch die Expression der kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86, den Liganden fiir CD28 auf T- Zellen, verstarkt *.

In einer CD80/CD86 FACS- Analyse unstimulierter und mit den TLR- Liganden PGN, LPS bzw.
PGN+ LPS stimulierten CD11b+ Knochenmarkszellen konnten wir dies in unserer Arbeit nicht
bestatigen: Wahrend mit IL- 13 stimulierte Zellen, verglichen mit den unstimulierten Zellen, keine
verénderte Oberflachenexpression bezlglich CD80/CD86 zeigten, kam es bei den mit den TLR-
Liganden stimulierten Zellen, vor allem bei CD80, zu einer enorm verstarkten oberflachlichen
Expression. IL- 13 fuhrte bei Simultanstimulation mit den entsprechenden TLR- Liganden nicht zu
einer weiteren Steigerung, sondern zu einer diskreten Abnahme der Expression von CD80/CD86. Die
Diskrepanz konnte mit den verwendeten Zellen aus dem Knochenmark zusammenhéngen, zumal
diese, im Vergleich mit beispielsweise Splenozyten, noch keinen Antigenkontakt hatten und sich dies

auf die immunregulatorische Funktion auswirken kdnnte.
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Zu den antiinflammatorischen Eigenschaften von IL- 13 gehort neben der Produktion einer
verminderten Menge proinflammatorischer Zytokine auch die Fahigkeit verschiedene Mediatoren der
Entziindung zu modulieren. So induziert IL- 13 beispielsweise die Expression von 15- Lipoxygenase,
welche die Formation von Mediatoren katalysiert, die wiederum proinflammatorische Leukotriene
antagonisieren, oder inhibiert die Produktion von Stickstoffmonoxid bzw. die Formation von PGE- 2,
einem Hauptprostaglandin, das am Entziindungsgeschehen beteiligt ist > **'.

Auch bei in vivo Experimenten zeigt IL- 13 antiinflammatorische Eigenschaften, indem es
beispielsweise die durch LPS- induzierte Endotoxdmie inhibiert und das Auftreten TNFa- assoziierter
Krankheiten, wie die Kollagen- induzierte Arthritis oder die experimentelle autoimmune

Enzephalomyelitis (EAE), einschrankt ',

Die EAE betreffend konnte gezeigt werden, dass Mause, welche nicht fahig waren IL- 25 zu
produzieren, sehr anfallig fir diese Krankheit waren und dass eine konsekutive Behandlung mit rIL-
25 zum einen zu einer gesteigerten TH,- Antwort i.S. eines erhéhten 1gG-, IgE- und IgA- Serumlevels
oder einer vermehrten Eosinophilie im Blut und zum anderen zu einer eingeschrankten Produktion
proinflammatorischer Zytokine fihrt. IL- 25 kann demnach als Inhibitor chronischer
Entziindungsprozesse fungieren und stellt moglicherweise eine neue Herangehensweise dar, THy-

assoziierte Krankheiten therapeutisch zu behandeln %

. Dass IL- 25 zur Genexpression THy-
assoziierter Zytokine fuhrt und in vivo IL- 25- vermittelte Effekte vor allem durch die Induktion von
IL- 4, IL- 5 und IL- 13 ablaufen, wurde bereits in einer anderen Arbeit gezeigt '*. In einem FACS-
Versuch mit IL- 13 als Représentant der TH,- und IFNy als Repréasentant der TH;- Polarisation war es
unser Ziel die unter Zytokineinfluss ablaufende Differenzierung und Polarisierung CD4 positiver
Zellen zu veranschaulichen. Durch Stimulation mit IL- 12 und antilL- 4 kam es zu einer vermehrten
IFNy- Produktion, wenngleich eine gleichzeitige Zugabe von IL- 25 keinen Einfluss auf die TH;-
Antwort hat. Umgekehrt zeigte sich bei IL- 4 und antilL- 12 Stimulation ein Anstieg von IL- 13 im
Sinne einer TH,- Polarisation, wobei zusétzliches IL- 25 zu keinem weiteren Anstieg von IL- 13
flihrte. Erstaunlicherweise zeichnete sich bei alleiniger IL- 25 Stimulation der grofite TH,- Effekt ab
und es konnte gezeigt werden, dass IL- 25 ausschliel8lich in Richtung TH,, nicht jedoch in Richtung

TH; polarisiert, was mit den in der Literatur beschriebenen Phdnomenen im Einklang steht.

4.3.2 Allergisch- entziindliche, profibrotische Eigenschaften von IL- 13

Neben der immunmodulatorischen, antiinflammatorischen Eigenschaft ist IL- 13 jedoch zum anderen

auch assoziiert mit der Entwicklung atopischer Krankheiten, beispielsweise der atopischen Dermatitis

172, 173

170 allergischen Rhinitis *™* oder Asthma , sowie der Induktion fibrotischer Veranderungen in

etwaigen chronisch infektidsen oder autoimmunen Erkrankungen, beispielsweise der Lunge oder
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Leber % 67174176 " Aych die Entstehung einer Kolitis- assoziierten Fibrose konnte eindeutig mit der
Entwicklung einer IL- 13 Antwort in Zusammenhang gebracht werden: So folgte in einem TNBS-
induzierten Kolitismodell einer initialen TH;- Antwort eine IL- 25- assoziierte Reaktion, welche
schlieBlich zum einen zur Produktion von IL- 17, einem Zytokin welches nach neuesten Erkenntnissen
zusammen mit TH;- Zytokinen fiir die Pathogenese des Morbus Crohn verantwortlich gemacht wird
1% und zum anderen zur Produktion des TH.,- Zytokins IL- 13 filhrt *”. Vergleichbare Ergebnisse
konnten auch in einem Oxazolon- Kolitismodell bzw. einem durch Bleomycin- induzierten
Lungenfibrosemodell gezeigt werden ' IL- 13 resultiert hierbei in der Induktion des IL- 13Ro2,
einem Rezeptor dem man lange Zeit keine Féhigkeit der Signalweiterleitung zusprach, zumal er zwar
IL- 13 mit hoher Affinitét bindet, jedoch nicht im bereits in der Einleitung dargestellten JAK/STAT-
Signalweg resultiert. Vielmehr sah man den IL- 13Ro2 als kompetitiven Rezeptor mit inhibitorischen
Effekt die IL- 13- Signalweiterleitung betreffend. Jedoch konnte vor kurzem ein Stat6 unabhéngiger
Signalweg des membranstandigen IL- 13Ra2 aufgezeigt werden: IL- 13 aktiviert hierbei tber IL-
13Ra2 in Makrophagen eine Variante des activator protein 1 (AP- 1), welche c¢-Jun und Fra-2
beinhaltet, was letztlich tiber die Induktion von TGF- 8 (transforming growth factor ) zu fibrotischen

10 So fiihrte eine Unterbindung der IL- 13Ra2- Expression zu einer

Veranderungen fihrt
verminderten Produktion von TGF- 8 in oxazolon- induzierter Colitis und zudem die Stilllegung des
IL- 13Ra2 Gens bzw. die direkte Blockade des IL- 13Ra2 zu einer verminderten Produktion von
TGF- B1 mit konsekutiv reduzierter Ablagerung von Kollagen in Bleomycin- induzierter

Lungenfibrose "% 1",

Weiterhin wird IL- 13 eine wichtige Rolle in der Uberwachung von Tumoren zugesprochen, zumal
gezeigt werden konnte, dass mit Tumor- Antigenen stimulierte NKT- Zellen IL- 13 produzieren,
welches Gr-1 Zellen dazu anregt TGF- B, ein Zytokin welches die Tumor- inhibierende Aktivitét
zytolytischer CD8+ T- Zellen unterdriickt, zu produzieren *®. Die Blockade des IL- 13- bzw. des IL-
13Ra2- Signalweges scheint daher ein geeigneter therapeutischer Angriffspunkt zu sein, um zum
einen die Entziindungs- assoziierte Fibrose zu unterbinden und zum anderen Tumorwachstum

kontrolliert zu unterdriicken *”°.

Diese auf den ersten Blick ambivalenten Eigenschaften von IL- 13 sind schwer miteinander zu
vereinbaren, missen sich dennoch nicht zwingend widersprechen. So konnen fibrotische
Verdnderungen zwar zum einen mit einem partiellen bzw. vollstdndigen Funktionsverlust des
entsprechenden Organs assoziiert sein, jedoch kdnnen jene Verdnderungen vor allem hinsichtlich
akuter entziindlicher Prozesse und Wundheilungsprozesse sicherlich auch unterstiitzend wirken, indem

sie einem Voranschreiten der akuten Entziindungreaktion und deren Folgen entgegenwirken.
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4.4 Toll- like Rezeptor- assoziierte Produktion von Zytokinen

Die am Ende der TLR- Signalkaskade stehenden proinflammatorischen Zytokine konnen als
verbindendes Element zwischen angeborener und erworbener Immunitét angesehen werden, zumal sie
erheblichen Einfluss auf die Entwicklung naiver T- Zellen und somit deren spéterer Funktion haben.
IL- 12, welches sowohl fur die Induktion als auch fiir die Aufrechterhaltung einer zelluldren THy-
Immunantwort verantwortlich ist, ist ein solch typisches, am Ende der TLR2- und TLR4-

%0 Indirekt kann man daher durch die

Signalkaskade stehendes proinflammatorisches Zytokin
Quantifizierung desselben riickschlissige Aussagen Uber die funktionelle Leistung des jeweils
untersuchten TLR treffen.

Um herauszufinden, ob das TH,- Zytokin IL- 13 imstande ist den TLR2 bzw. TLR4 oder deren
Signalkaskade zu beeinflussen, wurde in dieser Arbeit zundchst die IL- 12 Produktion per ELISA
vermessen. IL- 12 ist ein heterodimeres Zytokin, das vor allem von phagozytotischen Zellen als
Antwort auf Bakterienkontakt oder intrazellulare Erreger gebildet wird ***. Durch die Induktion der
Produktion des TH;- Zytokins IFNy steuert IL- 12 zunéchst die Aktivierung phagozytotischer Zellen
und beglnstigt ferner, als eine Art funktionelle Briicke zwischen der friihen unspezifischen
Immunreaktion und der darauffolgenden antigenspezifischen erworbenen Immunantwort, die
Differenzierung naiver CD4+ T- Zellen in Richtung TH;- Polarisation. SchlieBlich sorgt IL- 12 durch
die Aufrechterhaltung einer optimalen IFNy- Produktion fir eine stetige Proliferation TH;-

differenzierter Zellen &,

Wir verwendeten in unserer Arbeit hierfir Zellen der Makrophagenzelllinie J774. Diese wurden mit
IL- 13, PGN (TLR2- spezifischer Ligand), LPS (TLR4- spezifischer Ligand), PGN+ LPS bzw. PGN+
IL-13, LPS+ IL-13, PGN+ LPS+ IL- 13 und IFNy stimuliert und fiir 24 h Kkultiviert. Wéahrend die
TLR- spezifischen Liganden PGN und LPS den entsprechenden TLR aktivieren und daher zu einem
enormen Anstieg der IL- 12 Konzentration fuhren, zeigen sowohl die unstimulierten Kontrollzellen
wie auch die mit IL- 13 und dem typischen TH;- Zytokin IFNy stimulierten Zellen eine durchweg
ahnlich niedrige Konzentration an IL- 12. Wird den TLR spezifischen Liganden jedoch IL- 13
hinzugefugt, reduziert sich die zu messende IL- 12 Konzentration fast wieder auf das Ausgangsmali
der unstimulierten Zellen. Es konnte demnach in diesem Versuch gezeigt werden, dass in J774- Zellen
IL- 13 die durch LPS und PGN zuséatzlich hervorgerufene Produktion des proinflammatorischen

Zytokins IL- 12 nahezu vollstdndig unterdriicken kann.

Dass IL- 13 eine wichtige immunregulatorische und antiinflammatorische Wirkung zugesprochen
werden kann, konnte bereits in friiheren Studien beispielsweise anhand der Tatsache gezeigt werden,
dass IL- 13 die mRNA- Expression sowohl verschiedener proinflammatorischer Zytokine als auch

hamatopoetischer Wachstumsfaktoren zu reduzieren vermag '*2. Eine andere Studie veranschaulicht
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die antiinflammatorische Wirkung wvon IL- 13, indem sie dessen negativ kontrollierende
Auswirkungen auf das von polymorphonukledren Zellen (PMN-Zellen) produzierte IL- 8 zur
Darstellung bringt *®. IL- 8, als potentes Chemokin und Aktivator jener PMN- Zellen, hat einen stark
ausgepragten proinflammatorischen Charakter und ist beispielsweise fiir die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten verantwortlich ***'%. Auch bei in vivo Experimenten konnten Méause durch die Gabe
von IL- 13 vor letal endender, LPS- induzierter Endotoxamie geschiitzt werden. Die Zytokine TNFa,
IFNy und IL- 12 p40 konnten in diesen mit LPS + IL- 13 behandelten Mdausen, verglichen mit LPS
behandelten Kontrolltieren, nur in sehr geringem Mal3e detektiert werden, so dass der die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen reduzierende Effekt von IL- 13 auch im Mausmodell bestatigt
werden konnte " *¥7_ In weiteren murinen Sepsismodellen konnte die antiinflammatorische Wirkung
von IL- 13 betont werden: So hatte IL- 13 in einem durch Zo6kumligatur hervorgerufenen
Sepsismodell herausragende Bedeutung hinsichtlich der Uberlebensrate von Mausen und es konnte der
die Produktion organspezifischer Chemokine und Zytokine regulierende, antiinflammatorische

Charakter von IL- 13 belegt werden % 1°.

4.4.1 Makrophagenzelllinie J774 vs. Priméarzellen

Im Vergleich zur Makrophagenzellinie J774 kommt in unserer Arbeit die antiinflammatorische
Wirkung von IL- 13 hinsichichtlich der Produktion von IL- 12 bei Verwendung von Primérzellen
weniger drastisch, d.h. gen Ausgangsniveau egalisierend zum Ausdruck. So zeigt sich, nach
Stimulation mit TLR- spezifischen Liganden, bei murinen Splenozyten und Knochenmarkszellen
sowie bei deren mit MACS- Beads aufgereinigten CD11b positiven Subpopulationen eine um ein
Vielfaches geringere absolute Konzentration an IL- 12. Obwohl die antiinflammatorische Wirkung
von IL- 13 bei jenen Primdrzellen nicht immer signifikant zum Tragen kommt bzw. in der PGN-
Stimulation CD11b positiver Knochenmarkszellen nicht bestatigt werden kann, zeigt sich dahingehend
eine eindeutige Tendenz: Auch bei Primérzellen vermag IL- 13 die durch die TLR- spezifischen
Liganden PGN und LPS hervorgerufene Produktion an IL- 12 zu reduzieren. Neben der Variabilitat
von Priméarzellen spielt auch jene Tatsache eine Rolle, dass es sich bei Splenozyten und
Knochenmarkszellen, selbst bei der bereits selektierten CD11b+ Subpopulation, immer um eine
Vielzahl verschiedener Zelltypen (z.B. Monozyten, Granulozyten, dendritische Zellen) handelt, deren
Effekte sich gegenseitig tiberlagern und somit verstarken oder abschwéachen kdnnen.

Bezeichnend ist auch die Tatsache, dass IL- 10 die antiinflammatorische Wirkung von IL- 13
inhibieren kann '*> ', die Makrophagenzelllinie J774 jedoch, wie in eigenen ELISA- Versuchen
gezeigt, nicht imstande ist nach PGN- oder LPS- Stimulation signifikante Mengen an IL- 10 zu
produzieren. Somit kommt bei den J774- Zellen, im Gegensatz zu den verwendeten Priméarzellen, der
inhibitorische Effekt des hinzugegebenen IL- 13 voll zum Tragen, zumal IL- 13 nicht etwa durch

eigens von den jeweiligen Zellen produziertes IL- 10 in seiner Wirkung behindert wird.
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Da IL- 10 ebenfalls potente antiinflammatorische und somit IL- 12 inhibierende Eigenschaften besitzt,
erklart dies u.a. auch die groBe Diskrepanz, welche sich zwischen J774- Zellen und Primérzellen

hinsichtlich der absoluten Menge an gebildeten IL- 12 ergibt 1'%,

4.4.2 Einfluss von IL-13 auf die Produktion des Zytokins IL- 10

Umgekehrt wurde auch der Einfluss von IL- 13 auf die IL-10 Produktion von Primérzellen in dieser
Arbeit untersucht. In allen Versuchen wurde durch die zusatzliche Gabe von IL- 13 der durch PGN
bzw. LPS induzierte Anstieg von IL- 10 nur marginal reduziert. Dass der die Zytokinproduktion
reduzierende Effekt von IL- 13 bei weitem nicht so stark ins Gewicht fallt wie bei IL- 12, steht mit der
Arbeitshypothese im Einklang, dass IL- 13 vor allem bei proinflammatorischen Vorgéangen
antiinflammatorisch wirkt. Die diskrete Reduktion von IL- 10 infolge IL- 13 Stimulation kann mit der
in der Literatur beschriebenen Fahigkeit von IL- 13 die mMRNA- Produktion von IL-10 zu reduzieren
bzw. zu inhibieren erklart werden *®,

Wahrend in J774- Zellen nach Stimulation mit den TLR- spezifischen Liganden in unserer Arbeit
keine IL- 10 Produktion detektiert werden konnte, zeigt sich sowohl in CD11b+ Knochenmarkszellen
wie auch Splenozyten ein deutlicher Anstieg der IL- 10 Produktion, wobei dieser nach PGN-
Stimulation im Vergleich zur LPS- Stimulation auffallend héher ausfallt. Diese Beobachtungen fiihren
zur Annahme, dass die IL- 10 Produktion vorrangig nicht durch die Aktivierung des TLR4, sondern
eher durch den TLR2 induziert wird. Versuche mit dendritischen Zellen und mononukledren Zellen
des peripheren Blutes zeigten dahingehend in einer anderen Studie identische Resultate: Wurden diese
Zellen Uber den TLR2 mit PGN stimuliert, konnte eine weitaus héhere IL- 10 Produktion detektiert
werden, verglichen mit der Zugabe des TLR4 Agonisten LPS '*. Dariiber hinaus konnte in dieser
Studie aufgezeigt werden, dass, infolge zusétzlicher PGN- Stimulation mit konsekutiv vermehrter IL-
10 Produktion, die Produktion von Zytokinen, welche durch LPS bzw. den TLR4 induziert wurden
(IP- 10 oder IL-12 p35), augenscheinlich reduziert werden konnte. Erst die Zugabe eines IL- 10
Antikdrpers (antilL- 10) konnte diesen Effekt fast vollstandig riickgangig machen, was erneut die

enormen antiinflammatorischen Fahigkeiten von IL- 10 unterstreicht ***.
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4.4.3 Kumulative und zeitpunktbezogene Aspekte der Toll- like Rezeptor

Stimulation

Bei den in unserer Arbeit verwendeten Makrophagenzelllinie J774 und bei CD11lb+
Knochenmarkszellen erkennt man, dass die IL- 12 Produktion nach PGN- Stimulation geringer
ausfallt als nach LPS- Stimulation und, wenn man die CD11b+ Knochenmarkszellen betrachtet, dass
nach PGN+ LPS- Stimulation weniger IL- 12 produziert wird als nach alleiniger LPS- Stimulation. Es
kommt, die IL- 12 Produktion betreffend, demnach in der PGN+ LPS- Stimulation zu keiner
Kumulierung der beiden Einzelstimulationen, sondern es ergibt sich eine IL- 12 Konzentration,
welche sich zwischen der der beiden Einzelstimulationen positioniert. Der fehlende kumulative Effekt
kann durch die inhibierende Wirkung, welche durch PGN induziertes IL- 10 auf die IL- 12 Produktion
ausgeubt wird, erklart werden. Auch bei CD11b+ Splenozyten bleibt in der PGN+ LPS- Stimulation
die Addition der jeweiligen Einzelkonzentrationen von IL- 12 aus, allerdings féllt hier die IL- 12
Konzentration nicht unter das Level der LPS- Stimulation, wie dies bei den Knochenmarkszellen
beobachtet werden konnte.

Dass verschiedene TLR- Agonisten jedoch auch synergistisch hinsichtlich der Produktion von
Zytokinen fungieren kénnen und dass dieser Synergismus sowohl abhédngig von den verwendeten
Konzentrationen der TLR- Agonisten, der Dauer der jeweiligen Stimulation, der Qualitat und Reinheit
der verwendeten Agonisten, vor allem aber auch von der Art und Herkunft der untersuchten Zellen
sein muss, zeigen mehrere unabhéngige Studien ***®, Wahrend in der vorliegenden Arbeit der TLR2
und TLR4 nach Stimulation mit PGN bzw. LPS hinsichtlich der IL- 12 p40 Produktion keinen
synergistischen Effekt aufweisen konnten, zeigten Versuche unter Verwendung von MALP- 2 als
potenten TLR2- Agonisten und LPS als TLR4- Agonisten konzentrationsabhangig synergistische
Effekte hinsichtlich der Produktion von TNFa, wobei mit steigender Konzentration der Agonisten
auch der kumulierende Effekt zunahm . Hierfiir wurden Makrophagen aus dem Peritoneum fiir 24 h
in aufsteigender Konzentration mit MALP- 2 und LPS, gewonnen aus S. minnesota Re595 bzw. E.coli
055:B5, stimuliert. Somit kdnnen die Unterschiede zu den dort beschriebenen Ergebnissen mit dem
abweichend verwendeten TLR2- Agonisten, der Herkunft des verwendeten LPS, den im Versuch

verwendeten Zellen oder dem untersuchten Zytokin erklart werden.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Produktion von Zytokinen ist der Zeitpunkt der Gabe der
agonistischen Stimulanzien. In den dargestellten Versuchen dieser Arbeit wurden alle TLR-
Agonisten zur Messung der Zytokinproduktion simultan gegeben.

In einem nicht dargestellten Versuch, bei welchem IL- 13 nicht zeitgleich sondern bereits 24 h vorher
den CD11b+ Splenozyten zugegeben wurde, konnten keine Unterschiede die IL- 12 bzw. IL- 10
Produktion betreffend, verglichen mit der Simultanstimulation, festgestellt werden. Anders wurde dies

beispielsweise in einer Studie bei aktivierten Monozyten gezeigt, bei welchen bei zeitlich
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vorausgehender IL- 13 Stimulation, ein sogenannter ,,Priming“-Effekt zum Tragen kommt: Die

Produktion von IL- 12 wird durch IL- 13 nicht reduziert sondern sogar gesteigert *%.

4.5 Endotoxin- Toleranz

Zuruckzufiihren ist dieses in der Literatur als verminderte oberflachliche Expression des TLR4 nach
LPS- Stimulation beschriebene Ph&nomen der Endotoxin- Toleranz auf ein bereits im Jahre 1947
beschriebenes Phanomen: Wurde gesunden Hasen LPS, welches initial Fieber ausldste und krank
machte, wiederholt einige Wochen lang injiziert, so erkannte man, dass jene Tiere eine gewisse
»pyrogene Toleranz* entwickelten. Anstatt einem noch stdrkeren Fieber zu verfallen, was fiir einen
kumulativen Effekt des injizierten LPS sprechen wiirde, waren diese LPS- toleranten Hasen
zunehmend weniger krank, ,legten stetig an Korpergewicht zu, hatten ein gesund aussehendes,
glanzendes Fell und zeigten keinen Anhaltspunkt einer Krankheit“ %*. Diese Beobachtung konnte in
spateren Jahrzehnten in mehreren Studien bestatigt werden: Es wurde bei M&usen nach Gabe einer
eigentlich letal endenden LPS- Dosis eine sinkende Mortalitatsrate beobachtet, wenn diese vorher
wiederholt mit einer nicht- letalen LPS- Dosis injiziert wurden. Die sich einstellende LPS- Toleranz
machte die Tiere demnach weniger anféllig fir LPS und steigerte die Uberlebensrate enorm 2%2%,
Durch den Transfer spezifischer Zellen von LPS- resistenten in LPS- sensitive Mause konnte gezeigt
werden, dass vor allem Zellen des retikularen endothelialen Systems (Monozyten und Makrophagen)
fiir die in vivo Induktion der hervorgerufenen LPS- Toleranz, welche in eine friihe und spate Phase
unterteilt werden kann, verantwortlich waren 2* 2. Wiahrend fiir die friihe Toleranzphase ein nicht-
antikorpervermittelter Mechanismus verantwortlich ist, welcher schlieBlich in einem refraktaren
Stadium endet, geht die spate Toleranzphase mit spezifischen Antikdrpern einher, welche gegen das
,O beziehungsweise den gemeinsamen Kern des Endotoxins gerichtet sind und schlieBlich zu einer
globalen ,,Downregulierung® der Aktivitit von Makrophagen fiihren 2%,

In vitro Modelle konnten das zunéchst in vivo gefundene Phanomen der LPS- Toleranz bestétigen: So
wurde auch hier gezeigt, dass die Vorbehandlung verschiedener muriner/ humaner Makrophagen-
bzw. humaner Monozytenzelllinien mit einer niedrigen Dosis an LPS in einer fehlenden TNF-
Antwort auf eine folgende LPS- Stimulation resultiert "2, Auch viele weitere inflammatorische
Zytokine und Chemokine wie IL- 6 , IL- 12, IFNy, CCL3 oder CCL4 waren in etwaigen Studien im
LPS- toleranten Stadium nach der zweiten LPS- Stimulation nicht oder nur vermindert detektierbar,
wenngleich die Ergebnisse in der Literatur diesbeziiglich nicht eindeutig sind ** %', So wird im
Rahmen der Endotoxin- Toleranz oftmals auch von Zytokin- und Prostaglandinanstiegen nach der
zweiten LPS- Stimulation berichtet (z.B. IL- 6; PGE,), wenngleich TNF als einziger Mediator
konstant inhibiert wird. Diese stetige Sekretionsinhibition von TNF kann als universeller Charakter
der Endotoxin- Toleranz angesehen werden, wird daher mit dem toleranten Stadium an sich

gleichgesetzt und dient dazu den Begriff der Endotoxin- Toleranz zu definieren 2% %2,
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Die beschriebene Diskrepanz kann zuriickgefuhrt werden auf die Art, Reinheit und Dosis des
verwendeten LPS, geht aber auch mit den jeweiligen Eigenschaften und Eigenheiten der in den
Studien verwendeten Zellart einher 2. Jene uneinheitlichen Effekte demonstrieren anschaulich, dass
das Phanomen der Endotoxin- Toleranz vielmehr als eine Art Neuprogrammierung zellulérer
Funktionen verstanden werden muss und sich nicht nur in einer globalen ,,Down-Regulierung™ der

LPS- Antwort duRert 2,

In der Literatur wird beschrieben, dass als Hauptgrund der LPS- Toleranz eine verminderte Expression
214

des TLR4/MD2- Komplexes angegeben werden kann <. Hierbei wird angenommen, dass die
oberflachliche Reduktion des TLR4/MD2- Komplexes mit einer Internalisierung von LPS und
zugleich mit einer Internalisierung des Komplexes, was schlielich zu einer verminderten
Oberflachenexpression des TLR4 fiihrt, einhergeht . Unterstiitzt wird diese These durch bereits
bekannte dhnliche Phadnomene, die Expression des TLR2 betreffend: Wurden Makrophagen mit
Zymosan, einem Bestandteil der Zellwand von Hefe, stimuliert, konnte in den Phagosomen der Zellen

vermehrt internalisierter TLR2 nachgewiesen werden 2%,

Um Endotoxin- Toleranz zu induzieren, ist jedoch nicht zwingend das VVorhandensein des TLR4 bzw.
einer funktionstiichtigen, effektiven Bindung von LPS an den TLR4 nétig: So konnte Endotoxin-
Toleranz auch in einem nicht- serumhaltigen Milieu und somit bei Abwesenheit des darin enthaltenen
LPS- Bindungsproteins oder in der Anwesenheit von Antikorpern gegen CD14 induziert werden %%,
Das Zelloberflachenmolekil CD14 und das Serumprotein LBP (LPS binding protein) dienen als
Schlisselrezeptoren beziiglich der proinflammatorischen Antwort auf LPS und sind fiir eine intakte
Bindung von LPS an den TLR4 mit nachfolgender Signaltransduktion unverzichtbar *®: So konnte in
Versuchen mit CD14- bzw. LBP- Knockout- Mausen eine drastisch verminderte proinflammatorische
Zytokinproduktion infolge LPS- Stimulation im Rahmen der Endotoxin- Toleranz gezeigt werden
219220 Epenfalls stellte sich bei Versuchen mit Inhibitoren von Tyrosinkinasen ein Endotoxin
tolerantes Stadium ein; die Aktivierung jener Kinasen sind fur eine CD14/TLR4/MD-2- abhdngige

Signalweiterleitung ebenfalls unabdingbar.

Desweiteren gibt es, auBer dem Stimulus LPS, mannigfaltige Stimuli, welche imstande sind das
Zytokinprofil auf eine darauffolgende LPS- Stimulation zu verandern, d.h. Endotoxin- Toleranz
auszultsen; zu diesen zahlen unter anderen Peptidoglykane (PGN), Lipopetide, Lipoarabinomannan
(LAM), Mykobakterien, TNF oder Cholesterol 2. Wurden beispielsweise Makrophagen zunachst mit
MALP- 2 (mycobacterial-associated lipopeptide-2), einem TLR2- Liganden vorstimuliert, so
resultierte daraus nicht nur eine abgeschwéchte Antwort im Sinne der Endotoxin- Toleranz auf eine
weitere Stimulation mit MALP- 2, was demnach &quivalent zur LPS- Toleranz als MALP- 2 -Toleranz

bezeichnet werden konnte, sondern auch eine herabgesetzte Reaktionsfahigkeit auf eine
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darauffolgende LPS- Stimulation, welche bekanntermaRen iiber den TLR4 ablauft **. Die
Vorstimulation mit MALP- 2 hat demnach sowohl Auswirkungen auf den MALP- 2 vermittelten wie
auch auf den LPS- vermittelten Signalweg. Es zeigte sich, dass die Vorstimulation mit MALP- 2, im
Gegensatz zur priméren Stimulation mit LPS, jedoch nicht zu einer merklich verminderten
oberflachlichen TLR4- Expression fuhrt, sehr wohl aber zu einer dezimierten LPS- induzierten
Aktivierung von NF- kB und JNK, typischen Bestandteilen des TLR- Signalweges. Dieser Sachverhalt
zeigt, dass die LPS- induzierte LPS- Toleranz sich vor allem in der ,Downregulierung” des
oberfl&chlich gelegenen TLR4- MD2 Komplexes widerspiegelt, wohingegen die MALP- 2 induzierte
LPS- Toleranz primér nicht rezeptorbezogen ist, sondern durch die Modulation des TLR- Signalweges
zum Tragen kommt. Zumal Antworten infolge LPS- Stimulation durch den TLR4 vermittelt werden,
eine MALP- 2 Signalweiterleitung jedoch Uber den TLR2- abhdngigen Signalweg erfolgt, kann hierbei
von ,,Cross- Tolerance® beziiglich des TLR2- und TLR4 Signalweges gesprochen werden ',

Es ist davon auszugehen, dass durch die Vorstimulation mit LPS, wie auch mit dem TLR2 Liganden
MALP- 2, Toleranzphdnomene sowohl durch die verminderte Expression oberflachlicher TLRs und
gleichzeitig auch durch Inhibierung des Signalweges auftreten. Im Falle des TLR2 Liganden jedoch
erfolgt die ,,Downregulierung® des TLR jedoch simultan, d.h. in der gleichen Geschwindigkeit wie der
Signalweg negativ inhibiert werden kann, wahrend im Falle der LPS- Vorstimulation der Effekt der
verminderten TLR- Expression so dominant und rasch von statten geht, dass eine Beeintrachtigung

des Signalweges nicht prominent zur Geltung kommt *%.

Dass die verminderte Expression des TLR4 jedoch auch génzlich unabhdngig vom MyD88-
abh&ngigen TLR- Signalweg auftreten kann, zeigen Versuche mit C3H/HeJ Mausen. Auch bei diesen
Méusen konnte nach LPS- Stimulation eine reduzierte oberflachliche TLR4- Expression festgestellt
werden, obwohl jene Mé&use einen genetischen Defekt auf molekularer Ebene des TLR4 haben. Diese
Punktmutation wirkt sich enorm auf die LPS- Bindungsfahigkeit aus und resultiert in einer
Unfahigkeit eine LPS- Antwort zu induzieren. Dies fuhrt schlieBlich zu einem drastisch
eingeschrankten LPS- vermittelten MyD88- abhéngigen Signalweg, zumal lediglich sehr hohe

Konzentrationen an LPS diesen aktivieren konnen 3%,
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4.6 Toll- like Rezeptor- Expression auf Protein- und mRNA- Ebene

4.6.1 Liganden induzierte TLR- Expression

Relativ zur TLR2/ TLR4- Expression der unstimulierten Zellen kann die jeweilige TLR- Expression,
welche zum einen durch die alleinige IL- 13 Stimulation und zum anderen durch den jeweiligen TLR-
Liganden PGN, LPS oder PGN+ LPS hervorgerufen wird, verglichen werden. Diese zuletzt genannte,
durch die verschiedenen Agonisten induzierte TLR- Expression kann weiterhin mit derjenigen
Stimulation in Beziehung gesetzt werden, in welcher zusatzlich IL- 13 hinzugegeben wurde. Somit
kommt neben dem Effekt den IL- 13 auf unstimulierte Zellen hat auch dessen Wirkung auf mit TLR-

Agonisten stimulierte Zellen zum Ausdruck.

Wahrend bei den Primérzellen in unserer Arbeit nach TLR- Stimulation mit LPS, vor allem aber mit
PGN bzw. PGN+ LPS ein deutlicher Anstieg der oberflachlichen TLR4- Expression, vielmehr jedoch
der TLR2- Expression beobachtet werden kann, muss dies bei den J774- Zellen differenzierter
betrachtet werden, so dass man annehmen kann, dass es sich beziiglich der jeweiligen oberflachlichen
TLR- Expression um zellartspezifische Phanomene handelt: Bei den J774- Zellen wird durch die
jeweiligen Stimulanzien eine gesteigerte Expression der TLRs (TLR2/ TLR4) hervorgerufen, die
jedoch beziiglich der TLR4- Expression nur marginal ausféllt.

Dies wiederum steht durchaus im Einklang mit bereits in der Literatur bekannten TLR-
Expressionsversuchen im Rahmen der LPS- Toleranz, wenngleich auch einige bedeutende
Unterschiede aufgezeigt werden miissen:

So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass mit zunehmender LPS- Konzentration und mit
steigender Expositionsdauer kontrovers eine stetige Abnahme der oberflachlichen TLR4- Expression
zu verzeichnen ist **#*, Zur Erklarung der vorgefundenen Unterschiede kann die VVerwendung einer
anderen Zellart (peritoneale Makrophagen) sowie der Nachweis des TLR4 ber indirekte Markierung
angefihrt werden, zumal zur Detektion der TLR4- Expression, ungleich zu unserer Arbeit, der
generierte murine Antikérper mAB MTS510 gewéhlt wurde, ein Antikorper, welcher das Konstrukt
aus murinem TLR4 und MD-2 erkennt und dessen Biotinmarkierung mit entsprechendem PE-

214

konjugierten Streptavidin sichtbar gemacht werden kann “**. Weitherhin konnte bei toleranten Zellen

jedoch auch unter Verwendung monoklonaler Antikdrper eine Abnahme der oberflachlichen TLR2-

221

und TLR4- Expression gezeigt werden ““°, was schlieBlich in einer gesteigerten intrazellularen

Detektion des jeweiligen TLRs resultierte, geméaR einer postulierten Internalisierung der Rezeptoren
198,215
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Besonders anschaulich kommt das Phdnomen der Endotoxin- Toleranz auf mRNA- Ebene zur
Darstellung: Hier zeigt sich infolge Stimulation mit TLR- spezifischen Liganden, verglichen mit den
unstimulierten Zellen, eine vielfache Erhéhung der TLR2 mRNA- Expression, wohingegen die TLR4
mRNA- Expression aufgrund der geschilderten Toleranzphdnomene nie Uber dasjenige Level der
unstimulierten Zellen hinauskam. In RAW 264.7 Zellen wurde die infolge LPS- Stimulation induzierte
verringerte Expression der TLR4 mRNA bereits gezeigt **.

Dass jener Ausdruck der Endotoxin- Toleranz jedoch als zeitlich limitierter Faktor angesehen werden
muss, zeigen die Resultate einer Studie, in welcher nach anfanglicher LPS- Stimulation die mRNA-
Expression des TLR4 noch deutlich dezimiert war, wohingegen diese Reduktion jedoch bereits ab 3 h
wieder diskret nachléasst und nach einem Zeitraum von 20 h wieder uneingeschrankt aufgehoben war
2 In dieser hier vorliegenden Arbeit wurden J774- Zellen fiir 13 h stimuliert; allerdings wurde LPS
in zehnfach héherer Konzentration, verglichen mit eben erwahnter Studie, eingesetzt. Dies, wohl aber
auch die Tatsache der Verwendung einer anderen Zelllinie erklart méglicherweise die Gegebenheit,
dass die TLR4 mRNA- Expression, im Vergleich mit unstimulierten Zellen, auch nach 13 h noch
deutlich reduziert ist, zumal durch die hohe Konzentration an LPS der Effekt der Endotoxin- Toleranz

verstarkt zum Ausdruck kommt.

Bezeichnend ist auch der vorgefundene Sachverhalt, dass sich PGN in gleicher Weise auf die TLR4
MRNA- Expression auswirkt wie der spezifische TLR4- Ligand LPS, wahrend auf Proteinebene
infolge Stimulation mit dem TLR2- Liganden PGN keine verminderte, sondern eher eine diskret
vermehrte oberflachliche Expression des TLR4 festgestellt werden konnte. Dies bekraftigt die
Aussage, dass Endotoxin- Toleranz, welche durch TLR2- Liganden (PGN, MALP- 2) hervorgerufen
wird, sich nicht auf die oberflachliche TLR4- Expression an sich auswirkt, sondern eher
Verénderungen von molekularen Vorgangen bewirkt, welche sich intrazellulér abspielen, sich
widerspiegelnd in der verminderten TLR4 mRNA- Expression. TLR2 Liganden modulieren im Sinne
der von Sato et al. postulierten ,,cross-Tolerance” demnach die mRNA- Expression des TLR4 und
beeinflussen diese im negativen Sinne, wéhrend TLR2- Liganden (PGN, MALP- 2) auf Proteinebene
keinen Einfluss auf die oberflachliche Expression haben % 2,

Beim Vergleich der TLR mRNA- Expression mit der jeweiligen Expression auf Proteinebene muss
weiterhin bedacht werden, dass auf mMRNA- Ebene die TLR- Expression in ihrer Gesamtheit erfasst
wird (oberflachlich und zytoplasmatisch), wohingegen in der FACS- Analyse zur Bestimmung der
TLR- Expression auf Proteinebene lediglich der oberflachlich exprimierte TLR detektiert wird, was

eine Vergleichbarkeit zusatzlich erschwert.
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4.6.2 Auswirkungen von IL- 13 auf die Toll- like Rezeptor- Expression

Neben der Auswirkung TLR- spezifischer Liganden auf die jeweilige TLR- Expression sollte vor
allem auch die Bedeutung des TH,- Zytokins IL- 13 sowohl bei unstimulierten Zellen, wohl aber auch
mit TLR- spezifischen Liganden stimulierten Zellen aufgezeigt werden:

So konnte auf Proteinebene infolge IL- 13 Zugabe kein TLR4- Reduktionseffekt auf unstimulierten
Zellen, jedoch eine erheblich verminderte Expression des TLR4 bei stimulierten J774- Zellen gezeigt
werden, wahrend umgekehrt sich bei der Darstellung der TLR2- Expression kein Effekt von IL- 13 auf
stimulierte Zellen, jedoch ein die TLR2- Expression reduzierender Effekt auf unstimulierte Zellen
zeigte, der sowohl bei PGN, LPS, wie auch bei PGN+ LPS in gleichem Mafe ausgepragt zu sein
schien.

Auf mRNA- Ebene war der die Expression des TLR2 und TLR4 dezimierende Effekt von IL- 13 bei
unstimulierten Zellen zwar vorhanden, vor allem aber beziglich der TLR2 mRNA- Expression nur
marginal ausgepragt, wahrend dieser bei den mit PGN, LPS oder PGN+ LPS stimulierten Zellen
eindrucksvoll zum Ausdruck kam. Dies gilt vor allem fiir die mRNA- Expression des TLR2, zumal
hier IL- 13 bei allen Stimulationen die mRNA- Expression um weitaus mehr als 50% senken konnte.
Dass das TH,- Zytokin IL- 13 bzw. das, aufgrund gemeinsam verwendeter Rezeptoruntereinheiten,
verwandte IL- 4 einen negativen Einfluss auf die TLR- Expression haben koénnen, zeigen auch die
Ergebnisse anderer Studien:

So konnte auf unstimulierten intestinalen Epithelzellen infolge IL- 13 Zugabe eine signifikante
Reduktion der oberflachlichen TLR4- Expression nachgewiesen werden **, wenngleich, im Gegensatz
zur TLR2- Expression, dieser die TLR4- Expression reduzierende Effekt von IL- 13 bei unstimulierten
Zellen in dieser hier vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden konnte, weder bei CD11b+
Knochenmarkszellen weiblicher Balb/c Méause, noch bei der Makrophagenzelllinie J774. Begriindet
werden kann dies zum einen durch abweichend verwendete Stimulationsbedingungen, zumal der die
TLRA4- Expression reduzierende Effekt in unserer Arbeit nach einer mehr als doppelt so langen
Expositionsdauer (48 h vs 18 h) bei geringerer Konzentration (20 ng/ml vs 50 ng/ml) womdglich nicht
mehr deutlich erkennbar bzw. bereits abgeschwacht ist. Auch die Tatsache, dass TLR2/4 sowohl
oberflé&chlich als auch intrazellular exprimiert sein kdnnen und in dieser hier vorliegenden Arbeit per
FACS- Analyse lediglich die Expression des oberflachlich exprimierten TLR2/4 untersucht wurde,
wéhrend infolge der fehlenden Fixierung und Permeabilisierung der jeweiligen Zellen eine Detektion
intrazellul&r exprimierter TLRs unterblieb, kann als weitere Disparitat aufgefiihrt werden. Wichtig
erscheint dies, zumal in der Studie von Mueller et al. gezeigt werden konnte, dass der die TLR4-
Expression reduzierende Effekt von IL- 13 vor allem den zytoplasmatisch exprimierten, weniger bzw.
nur bedingt den oberflachlich exprimierten TLR4 betrifft **2. SchlieRlich lasst sich als weiterer
wichtiger Punkt die zellartspezifische Wirkung von IL- 13 auffihren: So konnte bei peripheren

Monozyten aus dem Blut nachgewiesen werden, dass das dem IL- 13 sehr nahe verwandte Zytokin IL-
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4 einen reduzierenden Effekt auf die oberflachliche TLR4- Expression hat, wéhrend dies bei humanen
B- Zellen nicht gezeigt werden konnte #%* %%, Auch ist die Auswirkung von IL- 13, die oberflachliche
TLR4- Expression betreffend, bei humanen U937 Monozyten sehr viel deutlicher erkennbar als bei
intestinalen SW480 Epithelzellen '®. Selbst bei Versuchen unserer Arbeit, bei welchen die
oberfl&chliche TLR2- Expression untersucht wurde, kommt der zellartspezifische Charakter von IL-
13 zum Ausdruck: Wahrend IL- 13 bei der Makrophagenzelllinie J774, die oberflachliche TLR2-
Expression betreffend, nicht ins Gewicht fallt, ist bei den CD11b+ Knochenmarkszellen diesbezuglich
ein deutlicher Ruckgang zu erkennen.

Hinsichtlich der mRNA- Expression konnte bereits per Northern blot Technik und in PCR- Versuchen
gezeigt werden, dass IFNy als TH;- Zytokin zu einem enormen Anstieg der TLR4 mRNA- Expression
fuhrt, wohingegen IL- 4 bzw. IL- 13 als typische TH,- Zytokine mit steigender Konzentration und
Zeitdauer der Stimulation jene Expression betrachtlich zu reduzieren vermégen '*2. Deutlich zum
Ausdruck kommt hierbei der antagonistische Effekt von TH; - bzw. TH, -Zytokinen auf die TLR4
MRNA- Expression.

Unabhéngig davon ob die, im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe, vermehrte Expression der
TLR- mRNA ,wie in jener Studie, durch vorangegangene Stimulation mit einem TH; -Zytokin (IFNy)
hervorgerufen wurde oder ob sie, wie in dieser hier vorliegenden Arbeit, bezuglich der TLR2 mRNA-
Expression mithilfe TLR- spezifischer Liganden induziert wird, vermag IL- 13 die induzierte
Mehrexpression der mRNA in Richtung des Levels der unstimulierten Zellen zu verringern.
Vergleicht man, bei mit TLR- spezifischen Liganden stimulierten Zellen, den Effekt von IL- 13 auf
die oberflachliche Expression des TLR2 , gemessen im FACS- Versuch, mit der Auswirkung auf die
TLR2 mRNA- Expression, so erkennt man, dass sich IL- 13 lediglich auf die TLR2 mRNA-
Expression dezimierend auszuwirken scheint. Das auf mRNA- Ebene gezeigte Resultat des
dezimierenden Effekts von IL- 13 auf bereits mit TLR- spezifischen Liganden stimulierten Zellen
findet demnach auf Proteinebene keine Entsprechung. Zu bedenken ist bei diesem direkten Vergleich
jedoch, dass jeweils von einer unterschiedlichen Stimulationsdauer und -struktur auszugehen ist, auch
wenn in beiden Versuchen dieselbe Zelllinie und dieselben Stimulanzien Verwendung fanden. Ein
direkter Vergleich wird daher erschwert, zumal sich infolge Stimulation mit einem Zytokin im vorraus
sogenannte ,,Primingeffekte ergeben konnen, welche sich schlussendlich auf die oberflachliche TLR-

Expression auswirken kénnen .

Klar hervorzuheben ist die Tatsache, dass, ungleich der TLR2 mRNA- Expression, infolge der
Stimulation mit den TLR- spezifischen Liganden die TLR4 mRNA- Expression deutlich unter das
MRNA- Level der unstimulierten J774- Zellen fallt. Diese nach LPS- Stimulation hervorgerufene

verminderte mMRNA- Expression des TLR4 konnte bereits in der Makrophagenzelllinie RAW?264.7



Diskussion 101

34 214

gezeigt =" und spéter bestétigt werden und ist auf das bereits beschriebene Phanomen der

Endotoxin- Toleranz zuriickzufiihren 22,

4.7 Einfluss von IL- 13 auf den Transkriptionsfaktor NF- kB

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- kB ist ein entscheidender Schritt innerhalb der TLR-
Signalkaskade und ist unabdingbar fur die Expression verschiedenster Gene, welche mit dem
natlrlichen Immunsystem oder der Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie beispielsweise
TNF, IL- 1, IL- 6 oder IL- 12, in Verbindung stehen %*??. Durch die Induktion von Interferonen ist
der Aktivierung von NF- kB auch eine grundlegende Bedeutung hinsichtlich der antiviralen

Immunantwort zuzusprechen " %28

. Eine unglnstige Regulation von NF- kB spiegelt sich in
Apoptose, einer Fehlsteuerung und Funktionsstérung multipler Organsysteme, verschiedenen
Tumoren, neurodegenerativen Erkrankungen, Arthritis, Asthma oder chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen wider und zeigt die Kklinische Notwendigkeit bzw. Maoglichkeit diesen
Transkriptionsfaktor positiv oder negativ zu beeinflussen 292,

Die NF- kB Familie besteht aus den Transkriptionsfaktoren p50, p52, RelA (p65), c-Rel und RelB %
Jene formieren sich Uber eine N- terminale DNA- Bindungsdomane zu Homo- oder Heterodimeren,
um schlieflich an &quivalente Ziel- DNA Sequenzen, den sogenannten kB- Seiten zu binden und die
Genexpression entsprechend zu modulieren. Wahrend RelA, c-Rel und RelB C- terminale
Transkriptionsaktivierungsdomanen enthalten, um ihrerseits die Expression des Zielgens zu aktivieren,
bendtigen p50 und p52 zusétzliche Proteine (z.B. Bcl-3) mit einer C- terminalen Doméne und
vermdgen daher, als Homodimere fungierend, die Transkription zu unterdriicken 2. Im Zytoplasma
liegen die jeweiligen NF- kB Dimere in inaktiver Form, zusammen mit Proteinen des inhibitorischen
IkB- (IkB a, B, €, p100,p105) Komplexes, vor. Erst die Phosphorylierung durch einen IxkB- Kinase
(IKK) Komplex fuhrt zum proteasomalen Abbau des inhibitorischen Komplexes und schlieBlich zur
Aktivierung und Migration des NF- kB Dimers in den Nukleus. Zum IKK Komplex gehdren zwei
enzymatisch aktive Kinasen (IKK o, IKK B) und ein Regulatorprotein (NEMO), wobei zur
Aktivierung der am haufigsten vorkommenden Heterodimere p50/RelA bzw. p50/c-Rel ein

Kinasekomplex bestehend aus IKKp und NEMO Verwendung findet *® %% 2%,

Anhand der aus dem Knochenmark isolierten antigenprasentierenden Zellen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass das zur TH,- Familie gehorende Zytokin IL- 13 in der Lage ist die DNA-
Bindungskapazitét der Transkriptionsfaktoren NF- kB und CREB zu reduzieren und somit regulierend
auf intrazellulére Signalkaskaden, wie im Falle des NF- kB auf den TLR- Signalweg, eingreifen zu
kénnen. Auffallend ist, dass die durch PGN- Stimulation induzierte Aktivitat des Transkriptionsfaktors

NF- kB nach 120 min im Vergleich zu derjenigen nach 30 min bereits mehr als 50% physiologisch
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dezimiert war, IL- 13 jedoch davon unabhéngig die Bindungskapazitdt von NF- kB in etwa dem
selben Mafe senken konnte.

Bereits bekannt ist die Wirkung von IL- 4, ein dem IL- 13 in vielerlei Hinsicht nahe verwandtes TH-
Zytokin, auf das inhibitorisch wirkende IkB o. Per Immunoblot wurde bei mit IFNy vorstimulierten
HT29 bzw. T84 Zellen untersucht, inwiefern IL- 4 sich auf die durch LPS hervorgerufene
Phosphorylierung des inhibitorischen IkB o und damit auf die Aktivierung von NF- B auswirkt. Es
konnte hierbei gezeigt werden, dass mit steigender IL- 4 Konzentration die Phosphorylierung von kB
a abnimmt und somit nahe liegt, dass TH,- Zytokine die durch LPS induzierte vermehrte Aktivierung
von NF- kB ddmpfen kénnen %,

Weiterhin konnten in in vivo Experimenten eines IgG Immunkomplex Lungenmodells mit Ratten die
leistungsfahigen antiinflammatorischen Fahigkeiten der beiden TH,- Zytokine IL- 10 und IL- 13
aufgezeigt werden, zumal jene Zytokine imstande waren sowohl die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten als auch die pulmonale Produktion von TNFa erheblich zu unterdriicken 2, Unter der
weiteren Annahme, das TNFa- Gen unterliege der transkriptionellen Regulation von NF- kB, fand
man folgerichtig heraus, dass IL- 13 und IL- 10 eine Migration von NF- kB in den Nukleus von
alveoldren Makrophagen oder sonstigem Lungengewebe inhibieren kann, einhergehend mit einer
bestandigen Konzentration des zytoplasmatischen Inhibitors IxB a. IL- 13 reduziert demnach im IgG-
Immunkomplex Modell die Entziindung von Lungen, indem es den proteasomalen Abbau dieses

zytoplasmatischen Inhibitors unterdriickt und schlieBlich die Aktivierung von NF- kB inhibiert *.

Eine Verénderung der NF- B -Aktivitat in ahnlicher Weise zeigt sich bei Phdnomenen der

Endotoxin- Toleranz %2

. Wahrend in naiven Zellen vor allem das transkriptionell aktive Heterodimer
p50/p65 vorliegt, kommt es in toleranten Zellen zu einer Modifizierung der Untereinheiten von NF-
kB mit einem Shift zu transkriptionell inaktiven p50 Homodimeren **® **°. Die Fahigkeit jener Zellen
mMRNA fir proinflammatorische Zellen zu transkribieren wird in toleranten Zellen daher hochgradig
beeintrachtigt. Unterstiitzend konnte gezeigt werden, dass murine p50- Knockout- Makrophagen nach
Behandlung mit LPS nicht in ein tolerantes Stadium dberfiihrt werden kénnen ** #**. Auch fiihrt
Endotoxin- Toleranz zu einer verminderten Degradation von IkB o und IkB B mit konsekutiv
herabgesetzter Phosphorylierung jener Inhibitorproteine und schlieBlich zu einer beeintrachtigten
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF- kB und AP- 1 ?** *® Jedoch konnte in toleranten
Makrophagen trotz erhohter zytoplasmatischer IkB a Konzentrationen eine nukledre Translokation
von NF- B, aber auch angehobene Level an zytoplasmatischen p65 Protein nachgewiesen werden®*,
was daftr spricht, dass IkB o vor allem die aktive p65 Untereinheit des NF- kB im Zytoplasma bindet,
transkriptionell inaktive und im toleranten Stadium vorherrschende p50- Dimere jedoch wie in naiven
Zellen nukledr translozieren und mit den verbleibenden aktiven Dimeren am jeweiligen Genpromotor

konkurrieren.
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Wahrend p50/p65 NF- «B  Heterodimere somit die Expression von Genen einleiten, die fir
proinflammatorische Zytokine wéhrend der frihen Phase der Entziindung kodieren (z.B. IL-12),
wiirde das Ubergewicht an p50 NF- xB Homodimeren im Endotoxin toleranten Stadium zur
Unterdriickung dieser inflammatorischen Zytokine fiihren und schlielich die Expression von Genen,
welche fiir TGF-B, IL- 10 oder COX- 2 in der Spatphase der Entziindung kodieren, begiinstigen 2*. Es
ist nicht abwegig, dass sich dieser wahrend der verschiedenen Phasen der Entziindung zur Darstellung
kommende plastische Charakter des Transkriptionsfaktors NF- kB nicht nur auf das Konstrukt der
Endotoxin- Toleranz beschrénkt, sondern dass auch der Einfluss von TH,- Zytokinen, wie das in
dieser hier vorliegenden Arbeit untersuchte IL- 13, das Transkriptionsprofil von NF- kB im Sinne der
jeweiligen Entziindungsphase veréndern oder gleich im Anfangsstadium der Entziindung in Richtung

einer antiinflammatorischen Antwort leiten kann.

4.8 Intrazelluléare negative Regulatoren des Toll- like

Rezeptorsignalweges

TLRs spielen sowohl, als primére Sensoren fungierend, eine wichtige Rolle bei der Abwehr
eindringender Pathogene als auch bei der Aktivierung von Signalwegen an deren Ende die Expression
immun- und proinflammatorischer Gene steht. Die richtige Balance zwischen Aktivierung und
Hemmung des Signalweges zu finden bzw. diesen streng zu regulieren, zu kontrollieren ist die notige
Voraussetzung, um schédliche und unangemessene Entziindungsreaktionen zu vermeiden. Neben dem
TH,- Zytokin IL- 13, welches, wie in dieser Arbeit gezeigt, die Funktion von NF- kB herabsetzt, gibt

es in der Literatur weitere Regulatoren, die den intrazellularen TLR- Signalweg negativ beeinflussen.

Als wichtigstes Adapterprotein des TLR- Signalweges ist MyD88 zu nennen, zumal dieses in allen
TLR- Signalkaskaden, mit Ausnahme des TLR3, eine Schliisselposition einnimmt und somit als ein
wichtiger Angriffspunkt zu sehen ist 2. Durch direkte Bindung von MyD88 an IRAK1 und IRAK4
dient es im intrazelluldren Signalweg als ,,Briickenprotein® und ermdglicht die IRAK4- induzierte
IRAK1- Phosphorylierung, eine der nétigen Voraussetzungen innerhalb der TLR- Signalkaskade zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- kB *’. Mit der Identifizierung einer dezimierten Variante
von MyD88, welche lediglich eine TIR- Doméne und eine ,,Death- Doméne* besitzt und welcher
somit die Zwischendoméne fehlt, hat man mit dem sogenannten MyD88s eine Mdglichkeit gefunden
MyD88 kompetitiv zu inhibieren, zumal MyD88s nicht mit IRAK4 interagiert und somit auch die
IRAK4 induzierte IRAK1- Phosphorylierung unterbunden wird. Hierfiir bildet MyD88s MyD88s-
MyD88 Heterodimere, welche, verglichen mit den MyD88 Homodimeren, bevorzugt zum Rezeptor
rekrutiert werden, eine anschlieBende Phosphorylierung von IRAK1 und damit eine Aktivierung von

NF- B jedoch nicht erlauben %%,
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IRAK-M st eines der vier Mitglieder der IRAK Kinase Familie und ist im Gegensatz zu IRAK1,
IRAK2, und IRAK4 nicht ubiquitdr, sondern lediglich in Monozyten exprimiert**. IRAK-M blockiert
die Formation eines IRAK1- TRAF6 Komplexes, verhindert die Dissoziation von IRAK1 und IRAK4
vom TLR- Komplex und verhindert letztendlich die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- kB **'.
Sowohl in vivo als auch in vitro konnte die immunmodulierende Wirkung von IRAK-M nachgewiesen
werden, wobei IRAK-M aufgrund der limitierten Expression in Monozyten eher nicht als globaler
negativer Regulator des TLR- Signalweges geeignet ist: So konnte in Makrophagen IRAK-M
defizienter Mause, als Antwort auf die TLR- Liganden LPS und CpG- DNA, eine vermehrte
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden und es zeigte sich bei in vivo
Experimenten mit diesen Mausen eine verstarkte inflammatorische Antwort auf eine bakterielle

Infektion .

Als weiterer intrazellulérer Regulator der TLR- Signalkaskade und damit Inhibitor der ungeregelten
Produktion proinflammatorischer Zytokine ist SOCS1 zu nennen. So verstarben SOCS1 Knockout-
Mause innerhalb kurzer Zeit an multiplen ubiquitaren Entzindungen oder waren anfalliger fur Sepsis

als entsprechende wildtype- Méuse ***%?

. Desweiteren produzierten Makrophagen von SOCS1
Knockout- Mausen weitaus mehr proinflammatorische Zytokine als Antwort auf Liganden des TLR4
und TLR9 und es kam nach Stimulation mit LPS zu einer gesteigerten Phosphorylierung von STATL,
IkB a, p38, sowie JNK und somit zur verstirkten Aktivierung der Signalkaskade 2*°. Obwohl
angenommen wird, dass SOCS1 als direkter Inhibitor von IRAK1 fungiert, gibt es auch Vermutungen,
dass der inhibitorische Effekt von SOCS auf den TLR- Signalweg indirekt iber das Ausschalten des

Typ | IFN- Signalweges von statten geht *°* 2>,

Direkt negativ auf den Transkriptionsfaktor NF- kB auszuwirken scheint sich NOD2, ein
zytoplasmatisches Protein mit einer C- terminalen Leucin- reichen Doméne (LRR), welches MDP
(muramy! dipeptide), ein Derivat des bakteriellen PGN, erkennt 2>, Es konnte gezeigt werden, dass
in Milzzellen von NOD2- Knockout- Mausen als Antwort auf lediglich TLR2- Agonisten, nicht
jedoch anderer TLR- Stimulanzien, eine vermehrte TH;- Zellantwort induziert wird. NOD2 kénnte
somit als Inhibitor des TLR2- Signalweges fungieren, so dass es bei Mutationen, welche zu einer
Reduktion der NOD2- Funktion fihren, konsekutiv zu einer UberschieRenden TLR- Reaktion mit
vermehrter Produktion proinflammatorischer Zytokine kommt . Unterstiitzt wird dieser Sachverhalt
durch eine andere Studie, in welcher NOD2- defiziente Mause Kolitis entwickelten, NOD2- TLR2
Knockout- Méuse sich jedoch gegen die Induktion einer Kolitis resistent zeigten *°. Im Einklang steht
dies mit dem klinischen Erscheinungsbild von Morbus Crohn Patienten: Bei diesen liegt eine Mutation
in der LRR des NOD2- Genes vor, was letztendlich zum einen zu einer herabgesetzten MDP

Erkennung fuhrt und zum anderen aufgrund der ausbleibenden Inhibition des TLR2 mit der
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Produktion von Entziindungsmediatoren assoziiert ist %% ', Die Rolle von NOD?2 als Inhibitor des
TLR2- Signalweges und auch dessen negative Auswirkungen auf NF- kB werden jedoch in der

Literatur kontrovers diskutiert 26% 263,

Durch einen bislang unbekannten Mechanismus hemmt Phosphatidylinositol 3- kinase (P13K), ein
aus der regulatorischen Untereinheit p85 und der katalytischen Kette p110 bestehendes Heterodimer,
den intrazelluliren TLR- Signalweg ***. Dass PI3K in der Inhibition der IL- 12 Synthese resultiert und
die Uberexpression einer TH;- Antwort verhindern kann, zeigen sowohl in vitro als auch in vivo
Experimente: So waren PI3K- defiziente Mduse widerstandsféhiger gegen eine Leishmania major
Infektion als die entsprechenden wildtype-Mause und es fiihrte eine LPS-, PGN-, und CpG DNA-
Stimulation von dendritischer Zellen dieser M&usen zu einer enorm vermehrten Produktion von

IL- 12 %%,

TOLLIP (Toll-interacting protein) ist der als erste entdeckte intrazellulare Regulator des TLR-
Signalweges'®’. Der inhibitorische Effekt von TOLLIP ist vermittelt durch die Unterdriickung der
Autophosphorylierung von IRAK sowie dessen Kinaseaktivitit, so dass in vitro eine Uberexpression
von TOLLIP in der Inhibition der TLR2- und TLR4- vermittelten NF- kB Aktivierung resultiert
266267 jedoch zeigten in vivo Versuche TOLLIP- defizienter Mause nach Stimulation mit LPS oder IL-
1B einen normalen NF- kB Signalweg und, verglichen mit den entsprechenden Wildtyp- M&usen, eine
signifikant reduzierte Produktion an IL- 6 und TNFa bei Stimulation mit physiologischen Dosen LPS,
was schlieRlich mit den in vitro Ergebnissen nicht ganz stimmig zu sein scheint *°. AuBerdem ist
davon auszugehen, dass TOLLIP in das Phdnomen der Endotoxin- Toleranz im Sinne einer TLR-
spezifischen Art und Weise involviert ist, zumal eine Transfektion von TOLLIP in intestinale
Epithelzellen zu einer herabgesetzten Empfindlichkeit beziglich einer LPS- Stimulation, jedoch zu
einer normalen Reaktion auf eine TNFo- Stimulation fihrt 2% Bei der Interaktion von TOLLIP und
IRAK, wurde nach TLR Stimulation eine IRAK1- induzierte Phosphorylierung von TOLLIP
beobachtet. Dies fuhrt zu einer Dissoziation des Komplexes mit konsekutivem Wegfall der
inhibitorischen Funktion von TOLLIP, aber auch zu einer verbesserten Ubiquitinierung und

Degradation von IRAK1 und stellt somit eine Art interne Kontrollfunktion dar .

Als einziger negativer Regulator, welcher sowohl den MyD88- abhéngigen wie auch den MyD88-
unabh&ngigen TLR- Signalweg kontrollieren kann, ist das Zinkfingerprotein A20 zu nennen. A20
spaltet die Ubiquitin- Kette von TRAF®6, einer Signalkomponente des Signalweges welche von allen
Mitgliedern der TLR- Familie verwendet wird. Jene Ubiquitinkette ist fur eine Signalweiterleitung
distal von TRAF6, sowie die Translokation von NF- kB unabdingbar **®. In A20- defizienten Méusen
kommt es zu einem Anstieg der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen nach Stimulation

mit polyl:C und CpG- DNA. Wéhrend A20 als zytoplasmatisches Protein vor allem TNF- induzierte
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Signale sowie die TLR- induzierte Aktivitat von NF- kB beenden kann, zeigen Versuche mit A20- und

TNF- doppelt defizienten Mausen, welche eine spontane Entziindung entwickelten, dass A20 in vivo

auch fiir eine TNF- unabhéngige Signalweiterleitung entscheidenden Charakter zu haben scheint 2%

269
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5 Zusammenfassung

Der Begriff der Entzindung stellt eine komplexe Antwort auf Konditionen der homdostatischen
Imbalance dar. Toll- like Rezeptoren (TLRs) sind die bekanntesten und meist untersuchten Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems, welche fiir den Beginn einer Entzlindungsreaktion verantwortlich
sind. TLRs erkennen spezifisch Muster etwaiger in den Wirt eindringender Pathogene aber auch
kommensaler Strukturen, dienen somit als Sensoren der angeborenen Immunitdt und setzen in einer
fir den jeweiligen TLR spezifischen Kaskade einen Signalweg in Gang, an dessen Ende die
Regulation von Transkriptionsfaktoren und schlieflich die Expression proinflammatorischer Gene
bzw. Zytokine steht.

Kommt es im Rahmen von Autoimmun-, Infektions- oder chronisch- entziindlicher Erkrankungen zu
ungeordneten, nicht- regulierten Entzlindungsreaktionen, spielen TLRs eine erhebliche Rolle, zumal
regulatorische Mechanismen der Entziindung, welche nach unserem Verstandnis vor allem auf die
Kontrolle des TLR- Signalweges limitiert sind, einer engmaschigen, negativen Kontrolle bediirfen,
um so Uberschielende Immunreaktionen zu vermeiden.

Mit dem Ziel als negativer Kontrollmechanismus die regulierte Aktivierung des TLR- Signalweges
sicherszustellen bzw. eine Uberschiefende Aktivierung zu unterdriicken, soll in dieser Arbeit
untersucht werden, welchen Einfluss das TH,- Zytokin IL- 13 auf die Expression, Signaltransduktion
bzw. die konsekutive Zytokinproduktion des TLR2 und TLR4 hat.

T- Zellen, als Effektorzellen der adaptiven Immunantwort, stellen die Grundvoraussetzung dar,
Pathogene wirksam zu bekdmpfen. Die Aktivierung und Differenzierung naiver CD4+ T- Zellen
erfolgt TLR- vermittelt, zumal jene auf antigenprasentierenden Zellen zu vermehrter
Oberflachenexpression kostimulatorischer Molekiile (z.B. CD80/86) sowie zur Ausschittung TH;-
bzw. TH,- spezifischer Zytokine fiihren und so als verbindendes Element zwischen angeborener und
adaptiver Immunantwort fungieren. Um den entscheidenden Charakter der TLR- induzierten Zytokine
bei der Differenzierung naiver T- Zellen zu veranschaulichen und um IL- 13 als TH»- Zytokin zu
charakterisieren, wurde mittels intrazellularer FACS- Analyse nach entsprechendem TH./TH,-
Priming die Differenzierung naiver CD4+ Splenozyten in IFNy- produzierenden TH;- Zellen und IL-
13 produzierenden TH,- Zellen dargestellt. Zudem konnte hierbei der postulierte TH,- Charakter von
IL- 25 deutlich aufgezeigt werden. Um die Auswirkung von IL- 13 auf die Expression der
kostimulatorischen Molekille CD80/CD86 zu untersuchen, wurden J774- Zellen mit TLR-
spezifischen Liganden (PGN, LPS, PGN+ LPS) stimuliert, die konsekutive oberflachliche
Mehrexpression von CD80 konnte durch IL- 13 in allen Stimulationen reduziert werden, wohingegen
IL- 13 auf die oberflachliche Expression von CD86 keinen Effekt hatte.
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Das proinflammatorische, heterodimere Zytokin IL- 12 hat bedeutende Funktionen sowohl im Bereich
der Induktion als auch der Aufrechterhaltung einer zelluldren TH; — Immunantwort und steht nach
Aktivierung der TLRs als Produkt am Ende des Toll- like Rezeptorsignalweges. Mittels ELISA wurde
die IL- 12 Produktion der mit TLR- spezifischen Liganden stimulierten Zellen (J774- Zellen,
Knochenmarkszellen, Splenozyten) vermessen und mit derjenigen nach zusatzlicher Stimulation
mittels IL- 13 verglichen: In allen Stimulationen konnte nach zusatzlicher Stimulation eine deutliche
Reduktion des proinflammatorischen Zytokins IL- 12 gezeigt werden. Interessanterweise hatte IL- 13

auf die Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL- 10 keinen nennenswerten Einfluss.

Um die unmittelbare Auswirkung von IL- 13 auf die Oberflachenexpression des TLR2 bzw. TLR4 zu
bestimmen, wurden Zellen mit TLR- spezifischen Liganden stimuliert, jeweils zusatzlich mit IL- 13
versetzt und die TLR2-/ TLR4- Expression mittels FACS- Analyse bestimmt. Wahrend IL- 13 keinen
Einfluss auf die oberflachliche Expression von Primérzellen hatte, konnte hinsichtlich der TLR2-
Oberflachenexpession infolge IL- 13 Stimulation eine deutliche Reduktion bei unstimulierten J774-
Zellen, kein Effekt jedoch bei stimulierten Zellen detektiert werden, wohingegen umgekehrt, die
oberfléchliche TLR4- Expression betreffend, keine Reduktion bei den unstimulierten, jedoch ein
deutlich reduzierender Effekt bei den stimulierten Zellen aufgezeigt werden konnte.

Per PCR- Analyse wurde im Anschluss die Auswirkung von IL- 13 auf die Expression von TLR2/
TLR4 auf mRNA- Ebene untersucht. Wahrend die TLR4 mRNA- Expression infolge des Phdnomens
der Endotoxin- Toleranz nach Stimulation mit den entsprechenden TLR- spezifischen Liganden nicht
Uber das Level der unstimulierten Zellen anstieg, reduzierte IL- 13 deutlich die TLR2 mRNA-
Expression aller stimulierten J774- Zellen.

Zumal CD14 eine unabdingbare Voraussetzung zur Aktivierung des MyD88- unabhangigen TLR4-
Signalweges darstellt und zudem durch die Steigerung der Sensitivitét dieses Rezeptorkomplexes fiir
seinen Liganden LPS eine entscheidende Funktion in der Aktivierung des TLR4- MD2 Komplexes
innehat, konnte im Folgenden gezeigt werden, dass IL- 13 die mMRNA- Expression von CD14 sowohl
in unstimulierten Zellen als auch in LPS- stimulierten Zellen, nicht jedoch in PGN- stimulierten Zellen
deutlich dezimiert.

Um die Auswirkung von IL- 13 im Toll- like Rezeptorsignalweg auf der Ebene der Transkription
naher zu betrachten, wurde im Anschluss die Bindungsaktivitdt der Transkriptionsfaktoren NF- kB
und CREB nach 30 min und 120 min, jeweils nach Stimulation mit PGN bzw. PGN+ IL- 13,
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass IL- 13 nach 30 min die Bindungsaktivitat beider
Transkriptionsfaktoren herabsetzt, wéhrend nach 120 min lediglich die Bindungsaktivitit von NF- kB
reduziert zur Darstellung kam.

Das TH,- Zytokin IL-13 hat demnach zusammenfassend sowohl auf die Expression, die
Signaltransduktion sowie die konsekutive Zytokinproduktion des TLR2 und TLR4 einen negativen
Effekt.
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