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1. Einleitung
1.1 Zytokine
1.1.1 Allgemeines

Zytokine sind zellregulatorische Proteine oder Glykoproteine, die von
verschiedenartigen Zellen, hauptsachlich jedoch von Makrophagen und T-
Lymphozyten, produziert werden. Je nach Ursprung eines Zytokins kénnen
auch folgende Begriffe benutzt werden: Interleukine sind spezifische Zytokine,
die hauptsachlich Zellinteraktionen hervorrufen; Monokine sind Interleukine, die
von Makrophagen/Monozyten gebildet werden. Lymphokine stattdessen
werden von den Lymphozyten produziert. Sie werden von den genannten
Zellen freigesetzt und dienen dann als interzellulare Nachrichtenproteine. Je
nachdem an welchem hochspezifischen Rezeptor die Zytokine ansetzen,
konnen sie unterschiedlichste Wirkungen entfalten (z.B. Freisetzung von
Mediatoren, Expression von Differenzierungsmolekilen, Regulation der
Expression bestimmter Zelloberflachenmolekile, Proliferation, Reifung und
Aktivierung bestimmter Zellen). Diese Wirkung bezeichnet man als Pleiotropie.
Des Weiteren konnen Zytokine parakrin (in der Nahe des Produktionsortes),
autokrin (auf die produzierende Zelle selbst) oder viel seltener, nach Transport
durch die Blutbahn alio loco wirken. Letzteres héngt jedoch von ihrer
Halbwertszeit und davon ab, ob sie in den Kreislauf gelangen (Janeway et al.,
2001).

Zytokine besitzen ein Molekulargewicht von < 60 kD (meist < 25 kD). Sie
werden lokal produziert und haben sehr kurze Halbwertszeiten (Sekunden bis
Minuten) und wirken bereits in &uf3erst niedrigen, femtomolaren (10'15)
Konzentrationen. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit werden Zytokine auf jeden
Stimulus hin neu synthetisiert (Fitzgerald et al., 2001).

Zu ihren Hauptaufgaben zé&hlt neben der Koordination der Wachstums- und
Differenzierungsprozessen, der Hamato- und Lymphopoese, der Apoptose und
Angiogenese selbstverstandlich auch Regulation der adaptiven und



angeborenen Immunantwort: sie stellen die Botenstoffe dar, die aufgrund von
bakteriellen oder viralen Antigenen, Pilzen und Parasiten oder infolge eines
mechanischen, toxischen oder chemischen Reizes gebildet und sezerniert
werden. Zytokine sind dann mitverantwortlich fur den erfolgreichen Ablauf einer
Immunreaktion; in diesem Zusammenhang wirken sie als Wachstumsfaktoren
fur immmunkompetente Zellen und dienen als Schutz vor Gewebeschadigungen.
Selbst einzelne Bestandteile bzw. Produkte kommensaler, z.B. sich auf der
Schleimhaut befindender Keime, kdnnen an sich die Bildung von Zytokinen
durch Epithelzellen auslésen; dass es trotzdem nicht zu einer standigen
Entziindungsreaktion auf der Mundschleimhaut kommt, wird der Tatsache
verdankt, dass die Bakterien so genannte Bakteriokine bilden, die die Aktivitat
eukaryotischer Zytokine regelt. Gleichzeitig regulieren die Signalmolekiile der
Epithelzellen die Bakteriokine; so beruht die Entzindungsfreiheit auf dem
intakten Gleichgewicht zwischen Zytokinen und Bakteriokinen (Sanderink et al.,
2004).

Die Wirkung der Zytokine ist oft redundant; d.h. dass es mehrere Zytokine gibt,
die den gleichen Effekt hervorrufen. Dies wurde an so genannten Knock-out
Mausen beobachtet, denen ein bestimmtes Zytokin fehlte. Trotzdem zeigten
diese Mause nur geringgradige Abweichungen in ihrer Immunantwort (Abbas et
al., 1996).

Dies zeigt doch deutlich, dass nicht jedes Zytokin allein, sondern mehrere
zusammen fir einen biologischen Effekt verantwortlich sind. Haufig kommt es
auch zu ganzen Zytokinkaskaden, bei der erst das zweite oder dritte Zytokin die
eigentliche Wirkung entfacht. Gerade die Fahigkeit eines Zytokins, die
Expression anderer Signalmolekiile zu erniedrigen oder zu erhdhen ist ein sehr
wichtiger Regulationsmechanismus bei Immun- oder Entziindungsantworten.
Diese komplexen Interaktionen zwischen den unterschiedlichen Zytokinen
fuhren dann entweder zu physiologischen oder pathophysiologischen
Prozessen.



Das in dieser Arbeit untersuchte Interleukin-15 (IL-15) ist auf dem menschlichen
Chromosom 4q31 lokalisiert. Es wird von einer Vielzahl von Zellen gebildet,
hauptsachlich jedoch von Monozyten und dendritischen Zellen. Aufgrund
gemeinsamer Untereinheiten in Rezeptorketten weist IL-15 eine IL-2-&hnliche
Aktivitat auf. Das IL-15 fordert die Proliferation von T-Zellen und die klonale
Expansion aktivierter T-Lymphozyten; des Weiteren aktiviert es die natirlichen
Killerzellen (NK) (Fitzgerald et al., 2001).

Ubersicht iiber die 6 Zytokinfamilien:

Die Zytokine lassen sich in folgende Gruppen unterteilen (Sanderink et al.,
2004):

1) Interleukine (IL-1 bis IL-32)

2) koloniestimulierende Faktoren (CSF)

3) chemotaktische Chemokine

4) Tumornekrosefaktoren (TNF)
5) Interferone (IFN)
6) ha&matopoetische Wachstumsfaktoren




1.1.2 Pro- und antiinflammatorische Zytokine &
das TH1-/TH2-Paradigma

Wie bereits schon in Kap. 1.1.1 beschrieben, sind Zytokine zentrale
Regulatoren des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Klinisch
relevant ist vor allem die Einteilung in pro- und antiinflammatorische Zytokine,
die mit den T-Helferzellen vom Typl und Typ2 assoziiert werden (Mosmann et
al.,1989).

T-Helferzellen vom Typl (TH1) und vom Typ2 (TH2) reprasentieren zwei
polarisierte Formen der CD4+T-Helferzellen vermittelten, spezifischen
Immunantwort und  spielen  jeweils unterschiedliche Rollen in
pathophysiologischen Geschehen.

TH1-Zellen produzieren die typischen proinflammatorischen Zytokine Interferon-
Y (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2) und Tumor necrosis Faktor-B (TNF-B), die eine
zellvermittelte Immunitat und phagozyten-abhéngige Entziindung hervorrufen
und unterstttzen.

Dagegen werden die antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10
und IL-13 von den TH2-Zellen gebildet, die dann die Produktion von Antikdrpern
durch B-Zellen, sprich die humorale Immunitat, veranlassen (Abbas et al.,
1996).

Die Moglichkeit, das Auftreten von TH1- oder TH2- dominierten
Immunantworten unter normalen und pathologischen Bedingungen
aufzudecken, wird durch methodische Probleme eingeschrankt. Viele Zytokine
werden von den T-Zellen in kleinen Mengen produziert und einige von ihnen
werden nicht freigesetzt, sondern direkt Gber Zell-zu-Zell-Kontakte tbertragen.
Deswegen ist es nahezu unmoglich die Mehrheit der spontan ausgeschutteten
Zytokine in T-Zellsuspensionen zu detektieren (Romagnani, 2000).

In den vergangenen Jahren wurde die Madoglichkeit, dass bestimmte
Oberflachenmarker bevorzugt TH1- oder TH2-Zellen binden, weitreichend
untersucht (Annunziato et al., 1998). Obwohl spezifische Marker fur einen
bestimmten Zelltyp vermutlich gar nicht existieren, so konnte doch eine
bevorzugte Expression von Molekllen in TH1- oder TH2-Zellen beschrieben



werden. Z.B. ist CCR5 bevorzugt assoziiert mit TH1- und CRTH2 mit TH2-
Zellen (Romagnani, 2000). Diese beiden Molekile sind Chemokinrezeptoren,
die vermutlich eine wichtige Rolle bei der Migration von TH1 oder TH2 ins

entzindete Gewebe spielen.

Mechanismen, die fur eine TH1/TH2-Polarisation verantwortlich sind:

Kommt es wahrend einer Immunantwort zu einer frihen IL-4 Expression, so tritt
entscheidend die Entwicklung der TH2-Zellen ein. Im Gegensatz dazu kommt
es durch IL-12, IL-18 zur TH1-Differenzierung (Manetti et al.,1993 und Hsieh et
al., 1993). Gleichzeitig fuhrt IL-12 zu einer IL-4 Inhibition. Zusatzlich fuhrt die
Aktivierung spezifischer Signaltransduktionswege mit ihren unterschiedlichen
Transduktionsfaktoren durch bestimmte Interleukine entweder zu einer TH1-
oder TH2-Antwort: bindet IL-12 an seinen Rezeptor, so kommt es zu einer
Tyrosinphosphorylisierung von STAT4, das zusammen mit anderen
Transkriptionsfaktoren zu einer unabhangigen Aktivierung des IFN-y Gens fihrt
(Barbulescu et al.,, 1998). Im Gegensatz dazu stellt der Transkriptionsfaktor
GATA-3 einen allgemeinen Regulator der TH2-Zytokinexpression dar (Szabo et
al., 1997). Gleichzeitig fuhrt dieser noch zu einer Herunterregulierung der IFN-
y-Produktion (Ferber et al., 1999).

Die pathophysiologischen Konsequenzen der TH1/TH2-Polarisation:

Die T-Helferzellen TH1 und TH2 spielen nicht nur bei der Abwehr eine
unterschiedliche Rolle, sie sind auch verantwortlich fir eine Reihe
unterschiedlicher immunopathologischer Erkrankungen. Erst wenn die Balance
zwischen TH1- und TH2-Zytokinmuster gestort ist, so resultiert daraus ein
pathophysiologische Immunreaktion (Romagnani, 1997).

Tritt wahrend einer HIV-Infektion eine TH2-Immunantwort und folglich daraus
eine TH1-Inhibition auf, so kommt es zu einem Kontrollverlust des
Immunsystems Uber die HIV-Infektion, sodass ein rasches Fortschreiten dieser
Infektionskrankheit eintritt (Clerici et al., 1993).

Im Gegensatz dazu findet bei Morbus Crohn, Sarkoidose und Multiple Sklerose
eine TH1-dominierte Immunreaktion statt.



1.1.3 Die Rolle der Zytokine bei GvHD-Reaktionen nach allogener

Stammzelltransplantation

Das Auftreten einer GvH (graft versus host)-Krankheit kann nach einer
hamatopoetischen Stammzelltransplantation als eine mdgliche Komplikation
auftreten. Hierbei sind immunkompetente Zellen des Spenders gegen
Korperzellen des Empfangers gerichtet. Dies findet statt, weil die Spender- T-
Zellen die HLA-Antigene des Empfangers als fremd erkennen. Die Organe, die
bei einer GvH-Krankheit (GvHD) hauptsachlich betroffen sind, sind Haut, Leber
und Verdauungstrakt. Bei der akuten GvHD treten in den genannten drei
Zielorganen Epithelzellnekrosen auf; das klinische Bild auf3ert sich in
Hautausschlage, lkterus und DiarrhOe. Bei ausgedehnten Nekrosen kommt es
zur AbstoRung der Epidermis bei der Haut und des Epitheliiberzugs des Darms,
was dann zum Tode filhren kann (Abbas et al., 1996).

Untersuchungen der letzten Jahre beschaftigten sich mit der Rolle der Zytokine
in der Pathogenese der akuten GvHD. Gerade die dysregulierte
Zytokinproduktion bedingt eine Monozyten- und T-Zell-Aktivierung, die fur viele
Manifestationen einer akuten GvHD verantwortlich ist (Hill et al., 1997). Diese
Zytokindysregulation kann in drei Phasen eingeteilt werden:

Phase 1 wird durch die Radiatio- und/oder Chemotherapie ausgel6st, die zur
Schadigung des Empfangergewebes fihrt, das daraufhin IL-1 und IL-6 freisetzt.
Gleichzeitig bedingt auch LPS, das aufgrund der geschadigten Mukosa nun
leichter in den systemischen Kreislauf gelangen kann, die Sezernierung von
TNF-a, IL-1 und IL-12 durch Makrophagen. Durch TNF-a und IL-1 werden
vermehrt MHC-Antigene im Empfangergewebe exprimiert, sodass die Spender-
T-Zellen, die MHC-Unterschiede leichter wahrnehmen.

Die Phase 2 ist gekennzeichnet durch die Aktivierung der Donor-T-Zellen, die
eine TH1-Antwort induzieren.

Die TH1-Zytokine aktivieren zytotoxische T-Lymphozyten und natrliche
Killerzellen, die das Gewebe schéadigen. AulRerdem werden noch die

unspezifischen Abwehrzellen, wie Makrophagen aktiviert, die mit ihren



proinflammatorischen Zytokinen daflr sorgen, dass das Zielgewebe weiter
geschadigt wird (Holler, 2002).

1.2 Die Chemokine

Obwohl die Chemokine als Mitglieder der Zytokin-Superfamilie betrachtet
werden, so stellen sie doch eine eigensténdige Klasse von Molekilen mit
ausgepragten Eigenschaften dar. Der Name Chemokin setzt sich aus den
Wartern ,chemotaktisch* und ,Zytokin“ zusammen. Gerade die Fahigkeit der
Chemotaxis ist, neben ihrer strukturellen Ahnlichkeit, das Charakteristikum, was
diese Klasse von Proteinen zu einer Familie zusammenfasst. Erst nach der
genauen Beschreibung und Charakterisierung des IL-8 (heil3t jetzt: CXCLS8)
wurden die Chemokine als chemotaktische Molekiile erkannt (Yoshimura et al.,
1987). Chemokine binden an ihre Rezeptoren, die sieben Transmembran-a-
Helix-Domanen aufweisen (Abbas et al., 1996). Bis heute sind Uber 40
Chemokine identifiziert worden, die man entsprechend ihrer Konfiguration der
Cysteinreste am NHq-terminalen Bereich in vier Hauptgruppen unterteilt: CC,
CXC, C und CX3C (Rossi et al., 2000).

Zwar wirken Chemokine vor allem als Chemoattraktoren bei der
Leukozytenmigration, doch beeinflussen sie auch die Degranulation von
Leukozyten, Integrin-Aktivierung wéahrend Leukozyten-Endothel-Interaktionen
und Angiogenese (MacKay, 2001; Yoshie et al.,2001).

Des Weiteren haben die Chemokine die Aufgabe Regelkreise von bestimmten
Immunantworten (TH1-, TH2- und Lymphgewebs-Immunantworten) zu steuern.
Jede dieser drei Immunantworten wird mit ganz bestimmten und definierten
Zytokinen, Chemokinen und Leukozyten assoziiert. In jeder dieser drei
Immunantworten scheinen Ruckkopplungsmechanismen, im Sinne eines
positiven Feedback, wirksam zu sein (Luther et al., 2000). Positive
Ruckkopplungsmechanismen bei TH2-Antworten kommen durch die Produktion
von IL-4 und IL-13 zustande, die die Bildung von CCL11 in unterschiedlichen
Zellen veranlassen; dies fuhrt dann wieder zu einer verstarkten Stimulation der



Eosinophilen und der TH2-Zellen, die dann ihrerseits wieder vermehrt Zytokine
produzieren (MacKay et al., 2001). Viele Leukozyten produzieren Chemokine,
die sie selbst anziehen, was dazu dient unter bestimmten Umstanden eine

verstarkte Rekrutierung dieser Zellen zum Entziindungsort zu erlangen.

RANTES, fur das in dieser Arbeit ein externer Standard etabliert worden ist, ist
ein  B-Chemokin, das potent chemotaktisch fur natirliche Killerzellen,
eosinophile und basophile Granulocyten, Monozyten, dendritische Zellen und
T-Lymphozyten ist. RANTES stellt das alleinige B-Chemokin dar, das in
Thrombozyten prasent ist. RANTES wird in T-Lymphozyten, Epithelzellen,
Monozyten, Fibroblasten, Thrombozyten, eosinophilen  Granulozyten,
natdrlichen Killerzellen, Mastzellen, Karzinomzellen der menschlichen Lunge
und in Melanomzellen gebildet.
Eine erhohte Expressionsrate von RANTES wurde bei folgenden Krankheiten
detektiert:

1) in der Synovia bei rheumatoider Arthritis

2) in der Tranenflissigkeit bei Patienten mit allergischer Konjunktivitis

3) im Epithel von Nasenpolypen

4) in der Haut von Atopikern

RANTES ist auf dem menschlichen Chromosom 17 (ql11.2-12) lokalisiert
(Krishna et al.,1997).

1.3 Die Toll-like Rezeptoren

Bei den Toll-like Rezeptoren (TLR) handelt es sich um Homologen des
transmembranen Drosophila-Toll-Rezeptors, die innerhalb der Immunabwehr
eine Schlisselposition einnehmen. TLRs spielen eine entscheidende Rolle in
der friihen Phase einer Wirtsabwehr gegen eindringende Pathogene (Janeway
et al., 2002). Der Toll-Rezeptor der Taufliege ist nicht nur fur die Festlegung der



dorsoventralen Achse des sich entwickelten Fliegenembryos verantwortlich; er
spielt auch eine groRe Rolle bei der spezifischen, pathogengerichteten
Immunantwort: ein Toll-Rezeptor ist, nach Stimulation, fur die Induktion eines
Peptids (Drosomycin), das gegen Pilze wirkt, verantwortlich; ein anderes
Mitglied der Toll-Familie ist bedeutend fur die Induktion eines antibakteriellen
Gens (Cecropin; Attacin) (Kaisho et al., 2001).

Mittlerweile wurden bei Sadugern 11 Mitglieder der TLR-Familie identifiziert. In
ihrer zytoplasmatischen Doméane weisen die IL-1-Rezeptoren (IL-1R) und die
TLRs beide eine stark konservierte Region von etwa 200 Aminosauren (AS)
auf, die man als Toll/IL-1R-Domaéane (TIR) bezeichnet (Slack et al.,2000). In
ihrem extrazellularen Bereich unterscheiden sich jedoch die beiden
Rezeptortypen: der IL-1R weist drei immunglobulindhnliche Doméanen auf, der
TLR besteht dort aus Leucin-reichen Wiederholungen (LRR). Man nimmt an,
dass der konkavgewolbte Teil der Oberflache der LRR-Doméane direkt an der
Erkennung der verschiedenen Pathogene beteiligt ist (Akira et al., 2004).
Wahrend TLR-1, TLR-2 und TLR-4 sich auf der Zelloberflache befinden, sind
TLR-3, TLR-7, TLR-8 und TLR-9, die alle an der Erkennung von Nukleinséduren
und nukleinsaureartigen Strukturen beteiligt sind, intrazellular lokalisiert (Heil et
al.,2003 und Matsumoto et al., 2003).

Die Expression der TLRs ist neben der Zellstimulation (Zytokine und
Pathogene) auch von den unterschiedlichen Zelltypen abhangig: TLR1 wird auf
fast allen Zellen exprimiert, TLR2 und TLR4-10 auf Monozyten, dendritischen
Zellen, T- und B-Lymphozyten (Kadowaki et al., 2001; Muzio et al., 2000;
Hornung et al., 2002).

Im Folgenden soll TLR3, flr den in dieser Arbeit ein externer LightCycler-
Standard hergestellt und etabliert wurde, kurz ndher beschrieben werden:

Der menschliche TLR3 besteht aus 904 Aminosauren und besitzt ein
molekulares Gewicht von 125 kD. Das TLR3-Gen ist auf dem menschlichen
Chromosom 4q35 lokalisiert.

Lokalisation und Expression: TLR3 mRNA wurde in der Plazenta, in der Lunge,
in der Leber, im Herzen, im Gehirn und im Pankreas detektiert. Dieser Toll-like

Rezeptor wird auch in dendritischen Zellen und intestinalen Epithelzellen aber



nicht in Monozyten, polymorphkernigen Leukozyten, T- und B-Zellen und NK-
Zellen exprimiert.

Die Hauptaufgabe des TLR3 sind Zytokinproduktion und Reifung der
dendritischen Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass IFN-B das Hauptzytokin

ist, welches durch einTLR3-Signal induziert wird (Matsumoto et al., 2004).

Rezeptor Ligand Herkunft des Liganden
TLR1 Triacyl- Lipopeptid Bakterien, Mykobakterien
Losliche Faktoren Neisseria meningitidis

TLR2 Lipoproteine/Lipopeptide verschiedene Pathogene

Peptidoglykane grampositive Bakterien
Lipoteichonsaure grampositive Bakterien
Zymosan Pilze
atypisches LPS Leptospira interrogans
atypisches LPS Porphyromonas gingivalis
Hitze-Schock-Protein 70 humanes Protein

TLR3 doppelstrangige RNA Viren

TLR4 LPS gramnegative Bakterien
Taxole Pflanzen
Fusionsproteine Respirator. Synctialvirus (RSV)
Hullproteine Maus-Mammatumor-Virus

Hitze-Schock-Protein 60+70

TLRS Flaggelin Bakterien

TLR6 Diacyl-Lipopeptid Mykoplasmen
Lipoteichonsaure grampositive Bakterien
Zymosan Pilze

TLR7 Imidazol synthetisch
Loxoribin synthetisch
einzelstrangige RNA Viren

TLRS8 Imidazol synthetisch
einzelstrangige RNA Viren

TLR9 CpG DNA Bakterien, Viren

TLR10 noch nicht bekannt -

TLR11 noch nicht bekannt -

Tabelle 1 : Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (nach Akira, S.,2004)
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1.4 Die Rolle der Adapterproteine beim TLR-Signalweg

1.4.1 MyD88, IRAK1 und TRAF6

MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) wurde urspringlich
als Gen isoliert, das bei der IL-6-stimulierten Differenzierung von M1
myeloleukamischen Zellen in Makrophagen sehr schnell induziert wurde (Lord
et al.,1990). Dieses Adapterprotein hat eine N-terminale Todesdomane (DD)
und am C-terminalen Ende eine TIR-Doméane, die mit der TIR-Domane
aktivierter TLRs assoziiert. Anhand von MyD88-defizienten Mausen konnte die
bedeutende Rolle von diesem Adapterprotein bei der Signalibermittlung Uber
TLRs oder den IL-1R bewiesen werden: die MyD88-defizienten Makrophagen
waren nicht in der Lage nach Ligandenbindung an TLRs proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a, IL-6 und IL-12p zu bilden. AuRerdem konnte in MyD88-
defizienten Zellen in Reaktion auf IL-1R-, TLR2-, TLR7-, TLRO9-
Ligandenbindung keine Aktivierung von NF-kB und MAP-Kinasen beobachtet
werden. Daraus kann man schlieen, dass TLR2, TLR7, TLR9 und IL-1R bei
ihrer SignalUbermittlung vollstandig von MyD88 abhangen (Akira et al., 2004).

Die IRAK-Familie: bei Saugetieren konnten bislang vier Mitglieder der IRAK (IL-
1R-associated kinase)-Familie identifiziert werden: IRAK1, IRAK2, IRAK4 und
IRAK-M (Janssens et al.,2003). Die IRAKs besitzen eine N-terminale DD und

eine zentrale Serin/Thyrosin-Kinase. Die Kinase-Aktivitat von IRAK1 ist stark

erhoht nach einer TLR/IL-1R-Stimulation und die Kinase-Domane ist essentiell
fur den Signalweg tber NF-kB.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass IRAK1 ein direktes Substrat von
IRAK4 ist, jedoch nicht vice versa; in Irakl-defizienten Mausen war zwar die
Zytokinproduktion als Antwort auf LPS vermindert, aber nicht unterdrtckt
(Swantek et al., 2000). IRAK4-defiziente Mause zeigten dagegen keine Antwort
auf LPS oder andere bakterielle Komponenten, was die wichtige Rolle von
IRAK4 beim TLR/IL-1R-Signalweg unterstreicht (Suzuki et al., 2002).

TRAFE6: Die 6 Mitglieder der TRAFs (Tumor-necrosis-factor-receptor-
associated-factor) bilden eine Familie konservierter Adapterproteine. Sie sind
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charakterisiert durch eine N-terminale a-Helix-Domé&ne und eine konservierte C-
terminale Doméane. Die TRAF-C Doméne interagiert mit Upstream-Rezeptoren
und —Signalproteinen, wohingegen die N-terminale Domane essentiell fir das
Downstream-Signal ist.

TRAFG6 tritt als Signalmediator sowohl bei der TNF-Rezeptor Superfamilie als
auch bei der TLR/IL-1R Superfamilie in Erscheinung; hierbei interagiert TRAF6
direkt mit den TNF-Rezeptoren CD40 und TRANCER (TNF-related activation-
induced cytokine receptor) und indirekt mit den TLR/IL-1R Mitgliedern durch
Assoziation mit den IRAKs (Akira et al., 2004).

1.4.2 Die intrazelluldre Signalkaskade der TLRs

Nach Stimulation der TLRs durch ihre spezifischen Liganden kommt es zur
Signalweiterleitung in das Zellinnere, was letztendlich zur Bildung bestimmter
Zytokinmuster fuhrt. Der Signalweg kann zum einen MyD88-abhangig und zum
anderen MyD88-unabhéngig ablaufen. Der MyD88-abhangige Signalweg wird
von den Toll-like Rezeptoren TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7 und TLR9
genutzt. Folge des MyD88-abh&ngigen Signalweges ist die Loslosung des
Transkriptionsfaktors NF-kB von seinem Inhibitor, sodass er in den Zellkern
wandern kann und die Expression inflammatorischer Zytokine induziert. Bei
TLR2 und TLR4 ist noch ein weiteres Adapterprotein neben MyD88 an der
Signaltransduktion beteiligt: TIRAP (TIR-domain-containing adapter protein).
TLR4 weist neben dem MyD88-abhdngigen Weg noch den MyD88-
unabhéngigen Weg auf, der zur spaten Aktivierung von NF-kB und zur
Aktivierung von Interferon-regulatory factor 3 (IRF3) fuhrt; dadurch wird die
Produktion von IFN-B und IFN-induzierten Genprodukten (GARG16, IRG1,
CXCL10) veranlasst.

Der TLR3-Signalweg ist von MyD88 unabhangig, jedoch abhéngig von dem
Adapterprotein TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-3).
Die Stimulation dieses Rezeptors durch seinen Liganden (dsRNA) fuhrt zur
Induktion von Typl-Interferonen (IFN-a/B) (Akira et al., 2004).
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1.4.3 Die negative Regulation des TLR-Signalweges

Inflammatorische Zytokine, die nach Stimulation der TLRs in grol3en Mengen
produziert werden, kdonnen starke systemische Schaden, wie z.B. einen LPS
induzierten endotoxischen Schock, hervorrufen. Deshalb gibt es Mechanismen,
die diese TLR-vermittelten Immunantworten negativ beeinflussen kénnen.

Das Protein IRAK-M, das nur von Monozyten und Makrophagen exprimiert wird,
verhindert, dass sich der IRAK1-IRAK4-Komplex von MyD88 I6st; die Folge ist,
dass sich der IRAK1-TRAF6-Komplex nicht bilden kann; dadurch wird das TLR-
Signal abgeschwécht (Kobayashi et al., 2002).

SOCS1 (supressor of cytokine signaling 1), ein weiteres Protein, wird direkt
durch Zytokine induziert. Es assoziiert mit IRAK1 und fihrt so zur negativen
Regulation des TLR-Signalweges. SOCS1-defiziente Mause reagierten
hypersensitiv auf LPS, was zu einem endotoxischen Schock fuhrte (Kinjyo et
al., 2002).

MyD88s, die splice Variante von MyD88, bindet nicht IRAK4, wodurch die
Phosphorylierung von IRAK1 verhindert und die NF-kB-Aktivierung gehemmt
wird (Burns et al., 2003).

SIGIRR  (single  immunoglobulin  IL-1R-related molecule) ist ein
membrangebundenes Molekil, das eine TIR-Doméne besitzt und an der
negativen Regulation des TLR-Signalwegs beteiligt sein soll; SIGIRR-defiziente
Mause reagierten stark sensitiv auf einen LPS-induzierten endotoxischen
Schock (Wald et al., 2003).
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1.5 Erkrankungen in der Zahnheilkunde unter besonderer
Beriicksichtigung der Zytokine

1.5.1 Die marginale Parodontitis

1.5.1.1 Klassifizierung und Entstehung marginaler Parodontitiden

Die Klassifizierung marginaler Parodontitiden geht von &tiologischen,
pathobiologischen Grundlagen und vom Klinischen Erscheinungsbild aus. Es
wird zwischen folgenden Parodontitisformen unterschieden: chronische
Parodontitis (CP), aggressive Parodontitis (AP), nekrotisierende Parodontitis
(NP), Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen (PS),
Parodontalabszesse, Parodontitis im Zusammenhang mit endodontischen
Lasionen und entwicklungsbedingten und erworbenen Deformationen.

Damit es zur Entstehung einer Parodontitis kommt, missen mehrere Faktoren
zusammenwirken:

Von Bedeutung ist die Anwesenheit einer subgingivalen Plaque, die
parodontopathogene Keime enthalt; als besonders parodontopathogen gelten:
Actinobacillus actinomycetemcomitans (AA), Porphyromonas gingivalis (PG),
Tannerella forsythensis (TF; ehemals: Bacteroides forsythus) und Treponema
denticola (TD). Diese Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie im
Parodont die  Freisetzung  von Entzindungsmediatoren  (PGEy),
gewebeschadigenden Enzymen (Kollagenasen) und proinflammatorischen
Zytokinen veranlassen kdnnen.

Durch die parodontopathogenen Keime kommt es zur Unterdriickung der
kommensalen Bakterien, die die Parodontalkeime in ihrer Wirkung
abschwachen; dadurch verandert sich das Milieu zugunsten der PA-Keime, was
zu einer verstarkten Destruktion des Parodonts fuhrt.

Aber auch Wirtsfaktoren (Immundefekte, endokrine Veranderungen,
entzindliche Erkrankungen, Vitamin C-Mangel, Nikotin- und Kaffeekonsum und
emotionale Belastungen) sind daran beteiligt, dass es zur Entstehung

progressiv verlaufender Parodontitiden kommt.
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1.5.1.2 Die Destruktion des marginalen Parodonts

a)_mikrobielle Mechanismen:

Die parodontopathogenen Keime konnen Toxine  produzieren, die die
kollagenbildenden  Fibroblasten und Epithelzellen abtéten und die
Funktionsfahigkeit von Leukozyten und gingivalen Keratinozyten einschranken.
Das bakterielle Stoffwechselprodukt Methylmercaptan (CHsSH) beeintrachtigt
nicht nur die Kollagensynthese der gingivalen Fibroblasten, es erhéht zu dem
noch die epitheliale Permeabilitat fur Mikroorganismen und fordert die
Freisetzung von PGE, und IL-13; diese beiden Entzindungsmediatoren
vermitteln den Knochenabbau im Rahmen parodontaler Erkrankungen.

Auch bilden die subgingival lokalisierten Keime proteolytische Enzyme, welche
die extrazellulare Matrix schadigen und Kollagen des parodontalen

Stltzapparates abbauen.

b)_entziindungsbedingte Mechanismen:

LPS, der bedeutendste Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien penetriert
in die Gingiva und wird vom Akute-Phase-Protein LBP gebunden; dieser
Komplex wird vom Rezeptorkomplex CD14/MD-2/TLR4, der sich auf der
Oberflache von Makrophagen befindet, erkannt und gebunden. Dadurch kommt
es zur Signaliibertragung in das Zellinnere und es werden daraufhin folgende
Entziindunsmediatoren/Zytokine synthetisiert und freigesetzt: Prostaglandin E,
(PGE,), TNF-q, IL-18, IL-6, IL-8 und Matrixmetalloproteasen (MMP).

Das PGE: aktiviert Osteoklasten und tragt so dazu bei, dass es zum Abbau des
alveolaren Knochens kommt. Das IL-1B3, das neben den Makrophagen auch von
den Fibroblasten gebildet wird, fihrt zur Proliferation aktivierter B- und T-Zellen
und zur weiteren Induktion der PGE> — und Zytokinproduktion in Makrophagen.
Der TNF-a aktiviert Phagozyten, die vermehrt ins entzindete Parodont
einwandern. IL-6 wird neben Makrophagen auch von TH-Zellen und Mastzellen
gebildet und stimuliert das Wachstum und die Differenzierung von B- und T-
Zellen und fuhrt zur Induktion Akuter-Phase-Proteine. Durch die Ausschittung

von IL-8 im subepithelialen Gewebe baut sich ein Konzentrationsgradient auf,
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der dazu fuhrt, dass polymorphkernige Granulozyten rekrutiert werden und ins
Gewebe einwandern, was eine Auflockerung bewirkt und es den Bakterien
ermdglicht leichter subepithelial vorzudringen.

Die von den Makrophagen sezernierten MMP fuhren zur Destruktion der
extrazellularen Matrix der Gingiva und des Desmodonts. Unter gesunden
Bedingungen sind die Gene aktiv, die die Bildung von Kollagen und den
Inhibitoren der MMPs veranlassen. Unter pathologischen Bedingungen kehren
sich jedoch die Verhéltnisse um.

Daraus folgend lasst sich sagen, dass die parodontopathogenen Keime zwar
eine Parodontitis initieren konnen, der Hauptanteil der parodontalen
Destruktion wird allerdings von entzindlichen und Immunreaktionen des Wirts
verursacht (Maller, 2001).
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1.6 Zielsetzung

Die fluoreszenz-basierte real-time RT-PCR ist mittlerweile die gebrauchlichste
Methode um Mengen spezifischer cDNA in verschiedenen Proben miteinander

zu vergleichen und um Genexpressionen nachzuweisen (Orlando et al., 1998).

Des Weiteren stellt die real-time RT-PCR im Moment die sensitivste Methode
zur Detektion von cDNA dar (Bustin, 2000). Dies ist fir den Nachweis von
Zytokin m-RNA von grofRer Bedeutung, da diese nur in sehr kleinen Mengen

exprimiert wird.

Die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine, Chemokine, Toll-like Rezeptoren
und Adapterproteine spielen nicht nur eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunantwort, sie sind auch bedeutend beteiligt an der Entstehung von
pathophysiologischen Prozessen (Kapitel 1.1-1.5). Deshalb erscheint es
erforderlich, das Expressionslevel dieser Signalmolektle unter pathologischen
Bedingungen mittels quantitativer RT-PCR zu bestimmen um so ihre Bedeutung
und ihren Einfluss hinsichtlich des Verlaufs einer Krankheit eruieren zu kénnen,

so dass eventuelle neue Therapieansatze gefunden werden kdnnen.

Ziel der Arbeit war es nun fur IL-15, RANTES, TLR3, MyD88, IRAK1 und
TRAF6 externe Standards mit einem vorgegebenen, im Labor entwickelten
PCR-Protokoll herzustellen und sie hinsichtlich ihrer Spezifitdt, Linearitat,
Sensitivitat, Amplifikationseffizienz und Reproduzierbarkeit (inter/intra) mittels
Testlaufe zu Uberprufen. Gleichzeitig wurden noch Proben von unstimulierten
und mit Lipopolysaccharid (LPS) oder Phythdmagglutinin (PHA) stimulierten
peripheren mononuklearen Blutzellen eingesetzt, sodass untersucht werden

konnte, ob die Expression der Zielgene durch Stimulation verandert wurde.

Da diese externen Standards in ausreichend grof3en Mengen hergestellt
wurden, konnten sie darauf folgend im Labor fur weitere LightCycler-Laufe zur
absoluten Quantifizierung bestimmter Proben verwendet werden, was so im
Weiteren ein sensitives, spezifisches, schnelles und 6konomisches Arbeiten mit

diesen externen Standards ermdéglichte.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien und Bezugsquellen

2.1.1 Gerite

Computer

Betriebssystem

Software

Drucker
PCR Systeme

Gelkammer

Photometer

Ultrazentrifuge
Wasserbad
Mikrowelle
Sterilb&nke

Vortex

Pipettierhilfe

T-Bird

Windows Me
Microsoft Word 2000
MicrosoftExcel97
LightCycler Software
Version 3.5

DeskJet 695C
LightCycler Instrument
LightCycler Carousel
Zentrifuge
GeneAmp 2400
Horizon 11.14

GeneQuant Il

Biofuge 13
WB

LaminAir HLB 2472
Biogard B40-112

Top-Mix 94323
pipetus-akku
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Fujitsu Siemens Computers,

Sommerda
Microsoft Miinchen

Roche Diagnostics,

Hewlett Packard, MUnchen

Roche Diagnostics, Mannheim

Perkin Elmer, Drei Eich
Life Technologies,
Gaithersburg, USA
Pharmacia Biotech,
Cambridge, England
Heraeus, Hanau
Memmert, Leonberg
Bosch

Heraeus, Hanau

Baker Company, Sanford,
Maine, USA
Heidolphinstruments

Hirschmann Laborgerate

Mannheim



Pipetten

Variopipetten

10 pl, 100ul, 1000 Wl

2.1.2 Verbrauchsgegenstande

LightCycler Capillaries

Pipettenspitzen

Einwegpipetten

Reaktionsgefalie

2.1.3 Chemikalien
Primer, Sonden
Agarose

Gel-Star

TAE Buffer

20 pl

10 pl, 100 pl, 1000pl

25 ml

0,2 ml MicroAmp

1,5 ml, 2 ml Tubes

Ready-Load 100bp DNA Ladder

BlueJuice Gel loading Buffer
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Eppendorf, Hamburg

Roche Diagnostics,
Mannheim

Biozym Diagnostik,
Hessisch Oldendorf
Falcon, Franklin Lakes,
USA

Applied Biosystems,
Foster City, USA
Eppendorf, Hamburg

Tib Molbiol, Berlin
Sigma, Deisenhofen
FMC BioProducts,
Rockland, USA

Life Technologies,
Gaithersburg, USA



2.1.4 Kits

Extraktion

Aufreinigung

Transkription

PCR

2.2 Methoden

Rneasy Mini Kit

QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
First Strand cDNA Synthesis

Kit for RT- PCR
PCR Core Kit
LightCycler

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics,

Mannheim

o FastStart DNA Master Hybridization Probes

2.2.1 Das LightCycler-System und seine Anwendung

Das LightCycler-System ist die zurzeit wohl innovativste PCR-Maschine, die
erlaubt, dass eine komplette PCR von 45-50 Zyklen in etwa 40-50 Minuten
durchgefuhrt wird. Den Verlauf der PCR (Fluoreszenzkurven) kann man direkt
wahrend eines Laufs am angeschlossenen PC verfolgen und die Anzahl der
Zyklen kénnen noch im Lauf verandert werden. Nach Beendigung eines Laufs
erfolgt die eigentliche Auswertung am PC, sodass alle Einstellungen und

Ergebnisse ausgedruckt werden kénnen.

Das Funktionsprinzip des LightCyclers:

Wahrend in konventionellen PCR-Geraten mit einem Heizblock die Proben

erhitzt werden, wird bei LightCycler-Geraten Luft zum Erhitzen und Abkihlen
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der Proben verwendet. Die Temperaturregulierung erfolgt mittels einer
Widerstandsheizung und Temperatursensoren im Inneren der
Reaktionskammer. Die Abkihlung des Reaktionsraumes wird durch
Raumluftzufuhr erreicht. Da Reaktionskammer und Karussell aus Materialien
mit geringer Warmekapazitat gefertigt sind und die Glaskapillaren ein optimales
Oberflachen-Volumenverhaltnis aufweisen, kénnen Aufheiz- und Abkuhlraten
von 20° C pro Sekunde erreicht werden.

Das Karussell wird durch den so genannten Steppermotor bewegt. Wird nun
das Probenkarussell eingesetzt, so bestimmt das Gerat automatisch die Anzahl
der Glaskapillaren und optimiert ihre Positionen tber den Fluorimeter und
speichert fur jede Probe den Wert ab.

Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in den Proben befinden,
erfolgt durch eine LED Uber die Spitze der Kapillare, die als optische Einheit
wirkt und die emittierte Fluoreszenz geblndelt nach unten wieder abgibt. Diese
Fluoreszenzstrahlung  wird  von halbdurchlassigen  Spiegeln  und
wellenlangenspezifischen Filtern zu den drei Photohybriden (530 nm, 640 nm,
710 nm) weitergeleitet. Durch sie wird das optische Signal in ein elektrisches
umgewandelt und tber die serielle Schnittstelle zum PC tUbermittelt.

Die LightCycler Software (Version 3.5) dient der Analyse der PCR.

Air inlet

Heating coil =

Sealed 20 .| sample capillary

Carousel with
capacity for
32 samples

=

Stepper motor \E
Microvolume fluorimeter with

to position samples ——
overoptics | { ) D’e_rmﬂ Rodenstock quality optics

-

Thermal '

chamber J — Stepper motor
[ to position the

n fluorimeter
Maintenance-free Filters R A A s
=

LED light source i Photodiodes

Abb. 1: Schematischer Aufbau des LightCycler Instruments

(mit freundlicher Genehmigung von Roche Diagnostics)
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2.2.1.1 Messprinzipien und Detektion der PCR-Produkte

Mittlerweile sind vier verschiedene, auf Fluoreszenz basierende Messmethoden

bekannt:

e Hybridization Probes Format
e TagMan Probes
e Molecular Beacons

e DNA interkalierende Farbstoffe

Da in dieser Promotionsarbeit nur die erste Messmethode zum Zuge kam, soll
auch nur diese etwas ausfuhrlicher besprochen werden:

Bei der Verwendung des Hybridization Probes Format werden nur spezifische
PCR-Produkte detektiert, die unspezifischen und die Primerdimere werden nicht
von der Detektion erfasst. Grundlage dieser Methode ist, dass zusatzlich zum
PCR-Ansatz zwei sequenzspezifische Oligonukleotide (Hybridisierungssonden)
dazu gegeben werden, die DNA in einer raumlichen N&he zueinander (1-5
Nukleotide Abstand) zwischen den Primern an die Ziel-DNA binden. Diese
beiden Sonden besitzen jeweils einen Fluoreszenzfarbstoff. Sonde 1 tragt an
ihrem 3-Ende den sogenannten Farbstoff Fluorescein, wahrend Sonde 2 an
ihrem 5- Ende den Farbstoff LightCycler Red 640 tragt. Das Binden der
Sonden an die Ziel-DNA geschieht wahrend einer PCR in der sogenannten
Annealing-Phase, da nur in dieser Phase die DNA in Form von Einzelstrangen
vorliegt und die Sonden somit binden kénnen.

Die Detektion basiert auf dem FRET-Prinzip (,fluorescence resonance energy
transfer”), das auch schon mehrmals in der Literatur beschrieben wurde
(Wittwer et al., 1997b; Clegg, 1995): am Ende der Annealing-Phase wird der
Farbstoff Fluorescein durch blaues Licht (470 nm) der LED angeregt. Dieser
emittiert keine Fluoreszenz, sondern Ubertrdgt seine Energie auf den
benachbarten, zweiten Fluoreszenzfarbstoff LC Red 640. Das LC Red 640
emittiert rotes Licht der Wellenlange 640 nm, das nun durch den Messkanal F2
aufgefangen und registriert wird. Die Intensitat der roten Fluoreszenz ist direkt

proportional der Menge an amplifizierter Ziel-DNA; die Messung des Signals
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erfolgt einmal pro Zyklus und zwar am Ende der Annealingphase, wo beide
Sonden an der Ziel-DNA gebunden sind und so ein Energietransfer stattfinden
kann. Ungebundene Sonden diffundieren frei in der Losung und geben kein
Signal, weil dazu Ihre raumliche Nahe zueinander fehlt und so der FRET nicht

stattfinden kann.

Kettenverlangerung Ende vom Zyklus

Abb. 2: Schematischer Ablauf einer PCR mit Hybridization Probes (www.pcr.at)

2.21.2 Die quantitative PCR im LightCycler

Der typische Reaktionsablauf einer PCR lasst sich in drei Abschnitte

unterteilen:

e 1. frlhe oder background-Phase

e 2. Log-Phase (exponent. Wachstumsphase)

e 3. Plateauphase
Am Anfang eines Laufes sind es die Hintergrundsignale, die zun&chst einmal
dominieren. Diese erste Phase gilt dann als beendet, wenn die
Hintergrundsignale von den Signalen der spezifischen PCR-Amplifikate
ubertroffen werden. Nun folgt die 2. Phase, in der sich die Signale der PCR-

Amplifikate nun deutlichst von den Backgroundsignalen abheben. Diese Stelle

-23-


http://www.pcr.at/html/bilder/mblchp01.jpg
http://www.pcr.at/html/bilder/mblchp02.jpg
http://www.pcr.at/html/bilder/mblchp03.jpg
http://www.pcr.at/html/bilder/mblchp04.jpg

stellt den so genannten Crossing Point (CP) dar und ist auf dem Monitor als
steiler Anstieg der Amplifikationskurve zuerkennen. Gemaf der Definition far
den CP liegt nun die Zyklenzahl vor, bei der das Fluoreszenzsignal die
Schwelle tberschreitet und nun der Ubergang zur Phase des exponentiellen
Wachstums stattfindet. Die spezifischen DNA-Segmente werden nun
exponentiell vervielfaltigt. Bei einer ausreichend zur Verfigung stehenden
Menge an Primer und Sonden dirfte die exponentielle Phase eigentlich nie
enden, da mit jedem neuen Zyklus auch neue Amplifikate (Verdoppelung der
DNA aus dem vorigen Zyklus) gebildet werden. Es hat sich jedoch gezeigt,
dass dies nicht zutrifft und gegen Ende eines jeden Laufs die sogenannte
Plateauphase eintritt. Grund hierfiir sind 1. das ineffektive Primer-Annealing und
2. die Enzym-Limittierung. Erstes kommt dadurch zustande, dass die
Amplifikats-DNA durch Re-Annealing an die Ziel-DNA in Konkurrenz zu den
Primern steht und es so zu einer Primerinhibition kommt. Zweites ist die Folge
der stetig zunehmenden Anzahl von DNA-Kopien bei gleichbleibender Menge
an DNA-Polymerase Molekulen.

Anhand dieser oben beschriebenen Charakteristika, die bei einem LightCycler-
Lauf auftreten, lasst sich unschwer erkennen, dass fir quantitative Aussagen
uber die Ausgangsmenge des Amplifikats nur die exponentielle

Wachstumsphase (respektive der Crossing Point) zu gebrauchen ist.

Bei einer Quantifizierung mittels LightCycler werden nun die Crossing Points
der zu untersuchenden Proben mit den Crossing Points einer
Standardeichreihe mit bekannten Konzentrationen verglichen; aus der sich
ergebenden Eichgeraden (Regressionsgerade) kann man nun die
Konzentration der Probe bestimmen. Fir diese Regressionsgerade ftrifft

folgende Gleichung zu:
CP=-(1/logE)*To+(logK/logE)

Hierbei beschreibt K die Kopienzahl am Crossing Point, die fur alle
Verdinnungen an diesem Punkt gleich ist; T, ist die Ausgangskonzentration; E
stellt die Amplifikationseffizienz dar, die Werte von grol3ergleich 1 und

kleinergleich 2 annehmen kann. Der Wert von 2 entspricht nach einem jeden
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Zyklus dem ldealwert, da eine Verdoppelung der Ziel-DNA nun stattgefunden
hat. Dies ware nun die beste Effizienz, die erreicht werden kénnte. Wirde die
Amplifikationseffizienz 1 betragen, so hatte gar keine Amplifikation
stattgefunden. Unter Verwendung dieser Gleichung ist es von Bedeutung, dass
die Amplifikationseffizienz der Standards und der Proben anndhernd gleich sein
muss (Rasmussen, 2001).

Target

log (F2/F1)

>

log (F2/F1)
Crossing Point {Cycles)

;\q
—»

>

n I0g (copy number)

Abb. 3: Methode zur Quantifizierung der Proben
im LightCycler (www.pcr.at)

2.2.2 Herstellung und Etablierung von externen Standards zur absoluten
Quantifizierung von Zytokin-, Chemokin-, Adapterprotein- und
TLR- mRNA mit Hybridisierungssonden (Hybridization Probes)

Die Primer und Sonden wurden von der Firma Tib Molbiol (Berlin) bezogen. Fur
diese Promotionsarbeit wurden folgende Zytokine, Chemokine, Adapterproteine
und TLR bertcksichtigt: 1-15, RANTES, TLR3, Myd88, IRAK1 und TRAF®6.
Zuerst wurden alle hinsichtlich ihrer Spezifitat in einer LightCycler-PCR getestet
(Kap. 2.2.2.2). Danach wurde mit denselben spezifischen Primern und den
gleichen Proben eine konventionelle PCR durchgefiihrt, um so spezifische

Amplifikate zu bekommen. Anschliel3end wurden diese Amplifikate aufgereinigt,

- 25 -



vermessen und in Zehnerpotenzen verdinnt, sodass sie als externe Standards
eingesetzt werden konnten.

2.2.21 Probenmaterial

Das Probenmaterial wurde im zellbiologischen Labor der Abteilung Innere
Medizin Il des Universitatsklinikums Tubingen unter der Leitung von Prof. Dr.

Hermann Einsele gewonnen.

50 ml venéses Blut wurde gesunden Spendern entnommen, um daraus PBMCs
zu gewinnen: die PBMCs wurden uber Ficoll ( Biochrom AG, Berlin) durch
Zentrifugation abgetrennt und in 1ml PBS resuspendiert. Die PBMC-
Konzentration wurde abgestimmt auf 1x10%ml RPMI 1640 Medium + 10%

fetales Kalberserum ( Life Technologies, Karlsruhe).

Die Inkubation, die im Anschluss daran erfolgte, betrug 8 Stunden bei 37° C,
5% CO2 und gleichzeitiger Stimulierung durch 1% Phythdmagglutinin (PHA)
oder durch Lipopolysaccharid (LPS). Nach diesem Schritt erfolgte sofort die
RNA-Extraktion aller Proben.

1) RNA Extraktion

Die gesamte RNA Extraktion wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
durchgefuihrt. Zunachst wurden die Zellen fur 5 Minuten bei 5400 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand weggekippt.

Anschliel3end erfolgte die Extraktion gemald den Angaben des Herstellers: tber
ein System von Wasch- und Trennsaulen unter Einsatz von Pufferlésungen und
mehreren Zentrifugationsschritten, unter Verwendung einer Standardzentrifuge,

wurde die RNA isoliert:

e Lyse: das Pellet, welches ubrig geblieben ist nachdem der Uberstand
entfernt worden ist, wurde in 350ul RLT-Puffer resuspendiert. Dieser
enthalt Guanidinsothiocyanat, das fir die Inaktivierung der RNAse

verantwortlich ist. Das Zelllysat wurde dann direkt auf eine QIAshredder-

- 26 -



Saule gegeben, die in einem 2 ml Sammeltube steht. Fir 2 Minuten
wurde dann mit 13000 rpm zentrifugiert und anschlieBend das
homogenisierte Material mit 350ul 70%igem Alkohol versetzt und gut
durchmischt.

e Binden der RNA: das gesamte Lysat wurde nun auf die RNeasy Mini-

Saule gegeben, die sich in einem 2ml Sammeltube befand, und bei
13000 rpm fur 15 sec zentrifugiert.

e Waschen: das Waschen dient dazu noch vorhandenes kontaminiertes
Material zu entfernen; dazu musste auf die RNeasy-Saule 700ul Puffer

RW1 pipettiert und danach bei 13000 rpm fur 15 sec zentrifugiert
werden. In einem 2. Schritt wurde 500ul RPE-Puffer auf die S&aule
gegeben und dann fir 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der jeweilige
Uberstand wurde dabei nach jedem Waschprozess entfernt.

e Elution: Die Séaule wurde nun in ein 1,5ml-Sammeltube gestellt und
anschlielBend Rnase freies Wasser (30-50ul) direkt auf die Membran
gegeben. Der letzte Zentrifugationsschritt wurde fir 1 min bei 13000 rpm
durchgefuhrt. War ein Umschreiben der RNA nicht sofort méglich, so

wurde die extrahierte RNA bei -70° C eingefroren.

2) Reverse Transkription

Das Umschreiben der RNA in cDNA wurde mit dem First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (Roche, Mannheim) durchgefihrt.

Vorgehen: Zuerst wurden 8ul der RNA-Probe in ein Eppendorfgefald pipettiert
und anschlieend 2,2ul des OligoDT-Primers dazu gegeben. Das
Eppendorfgefald kam dann fur 10 min in ein Wasserbad mit einer Temperatur
von 65° C (Annealing- Anlagerung des Primers an der RNA). Nach dieser
Inkubation von 10 min wurde die Probe auf Eis gestellt und der Master-Mix
wurde wie folgt vorbereitet:
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Reagenz Volumen Endkonzentration
10x Reaktions Puffer 2,0 ul 1x

25 mM MgCl; 4,0 ul 5mM
dNTP-Mix 2,0 pl 1mM
RNase Inhibitor 1,0 pl 50U

AMV Reverse Transkriptase 0,8 ul >20 U
Gesamtvolumen 9.8 ul

(Lagerung des Master-Mix: stets auf Eis)

Der Master-Mix wurde anschlieRend kurz gevortext und anschlie3end zur RNA

und dem Primer hinzu pipettiert.

Die zweite Inkubationsperiode (Wasserbad: 42° C) dauerte 50 min; hier erfolgte
die Extension der cDNA. Die dritte Inkubationsperiode dauerte nur 5 min
(Wasserbad: 90° C) und hatte den Zweck, das Enzym zu denaturieren, sodass
es wahrend einer PCR zu keiner Wechselwirkung zwischen Enzym und

Reagenzien kommt (Kawasaki, 1990).

Nach Beendigung des Umschreibens erhielt man nun cDNA, die sowohl als
Probe fur die konventionelle PCR als auch fur den LightCycler eingesetzt
wurde. Wurde sofort mit der cDNA weitergearbeitet so gentgte ihre Lagerung
auf Eis; betrug das Zeitintervall zwischen dem Umschreiben und der PCR mehr

als zwei Stunden, so mussten die Proben bei-20° C eingefroren werden.
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2.2.2.2 LightCycler PCR
Zuerst wurden sogenannte Testlaufe durchgefihrt, mit denen gezeigt wurde,

dass auch die Ziel-DNA durch die von Tib Molbiol (Berlin) bezogenen

spezifischen Primer (und Sonden) im LightCycler amplifiziert wurden.

Das Primer- und Sondendesign:

Die Primer sind so lokalisiert, dass sie innerhalb der Exons zum Liegen
kommen. So lassen sich Co-Amplifikate genomischer DNA verhindern. Die
Amplifikationslangen der Zytokin-, Chemokin-, TLR- und Adapterproteingene
lag zwischen 197 bp und 314 bp und entsprach so den von Roche (Mannheim)
geforderten idealen Langen (< 700 bp). Da nach Anlagerung der Primer an die
Ziel-DNA sofort die Neusynthese stattfindet und deshalb die Sequenz fir die
Sonden maskiert ist, liegen die Schmelzpunkte der Sonden um 15°C héher als
die der Primer. Dadurch soll gewahrleistet werden, dass die Hybridisierung der

Sonden vor den Primern stattfindet.

Folgende Tabelle soll einen Uberblick tber die verwendeten Primer und

Sonden schaffen:
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Tabelle 2: Primer und Sonden
1) F= Forward-Primer; R= Reverse-Primer; A= Antisense; S= Sense
2) FL= Fluorescein markierte Sonde; LC= LC RED 640 markierte Sonde

3) A= Amplifikationslénge in Basenpaaren

Ziel- Oligonukleotide (5'-3' Richtung) A
MRNA (bp)
IL-15 F: ATCTTATTCAATCTATgCATATTgATgCTA 227

R: CCTCACATTCTTTgCATCCAg

FL:CCggAgATgCAAgTATTCATgATACAgTAg-fluorescein
LC: LCRED640-AATCTgATCATCCTAgCAAACAACAQTTTg

RANTES F: CggCACgCCTCgCTgTCATC 314
R: gCAAgCAgAAACAQgCAAAT

FL: CCCgTgCCCACATCAAggAgTAT-fluorescein
LC: LCRED640-CTACACCAgTggCAAgTgCTCCAAC

TLR3 F: ggAAgATAATGATATTCCAQggCAT 294
R:gCAAAggAgTTCCTAQTCAQC

FL: AAgTgCACTgTTAgCCATgAAgTTgC-fluorescein
LC: LCRED640-gACTgCAgCCACCTgAAgTTgACT

MyD88 A: TCCggCggCACCTCTT 202
S: TJACCCCCTggggCATAT
FL: TCCTgCACAAACTQgATgTCgCT-fluorescein

LC: LCRED640-ggCAATAgGCAgATgAAGgCATCgAA

IRAK1 F: gggACACggCAggAgAAT 241
R: CCCCTgCCTgTCCTgTTC

FL: TCgTCAgAgCCACCQgCAgATTATC-fluorescein

LC: LCRED640-TCAACCCTgCCCgACAgGAAGATY

TRAF6 F: ggCATTTgAAgATAAAgAgATCC 197
R: AggTggCgTgCCAAgTg

FL: ATCTAgACTgCCCTACAgCCCCAA-fluorescein

LC: LCRED640-CCATgCACATTCAQTACTTTTggTTgC
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Das LightCycler-Protokoll

Fur den LightCyler wurde ein spezielles PCR- Protokoll verwendet, dass in
diesem Labor, im Rahmen einer quantitativen Pilzdiagnostik, etabliert worden
war (Loffler et al., 2000). Fur diese Arbeit wurden lediglich die Annealing-

Temperatur und die Denaturierungszeit modifiziert und neu definiert:

Initialdenaturierung: 9 min bei 95° C (20° C/ sec)
Amplifikation: (20° C/ sec)
Denaturierung: 3 sec bei95° C (20° C/ sec)
Annealing: 15 sec bei 54° C (20° C/ sec)
Extension: 25 sec bei 72° C (20° C/ sec)
Cooling: 3 min bei 40° C (20° C/ sec)

Die Dauer eines kompletten LightCycler-Laufs betrug bei 45 Zyklen 60 Minuten.
Fur jede PCR im LightCycler-Instrument wurde das FastStart DNA Master
Hybridization Probes Kit ( Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Die
FastStart Taq Polymerase, die sich in diesem Kit befindet, basiert auf dem
Prinzip der ,Hot Start-Technologie® und soll so die Vervielfaltigung

unspezifischer PCR-Produkte minimieren (Birch,1996).

Fur die LightCycler-PCR wurde wie folgt pipettiert:
Reaktionsvolumen insgesamt: 20 pl (= 1 Kapillare)
Proben: 2 pl cDNA, erganzt mit 8 ul H2O
Master-Mix: 10 pl
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Tabelle 3: Pipettierschema fur den Master-Mix

Reagenz Volumen Endkonzentration
H,O 2,6 ul -
MgCl» 2,4 ul 3 mM
Primer 1 0,5 ul 0,125 uM
Primer 2 0,5 ul 0,125 pM
Sonde 1 1,0 ul 0,15 uM
Sonde 2 1,0 0,15 uM
FastStartTaq 2,0 ul 1x
Polymerase+ PCR-

Puffer+ dNTP-Mix

(10xconc.)

Die Menge des zu pipettierenden Master-Mix ensprach der einzusetzenden
Probenzahl plus zwei. So konnte, falls eine Kapillare zu Bruch gegangen ist,
einfach eine neue eingesetzt werden, ohne den Master-Mix komplett neu

ansetzen zu mussen.

Bei jedem LightCycler- Lauf wurde stets eine Negativkontrolle (H,O) eingesetzt.
Die Tag-Polymerase wurde wie folgt angesetzt: 60 pl des FastStart Reaction
Mix wurden zum FastStart Enzym dazu pipettiert.

Die Primer und Sonden wurden in H,O aufgel6st: die Primer wurden in soviel
H,O aufgeldst, dass eine Endkonzentration von 5 uM vorlag; bei den Sonden
genugte eine Endkonzentration von 3 pM. Vor dem ersten Lauf wurden sowohl
Primer als auch Sonden kurz gevortext und fur 15 min auf Eis gelagert.

Die konstante Lagerung der Tag-Polymerase, Primer und Sonden erfolgte nach
dem Ansetzen im Kihlschrank bei 4° C; hier waren sie fur etwa 4 Wochen
haltbar. Alle anderen Reaktionskomponenten wurden bei —20° C gelagert und
waren so fir etwa ein Jahr haltbar.
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Fur einen LightCycler-Lauf wurden nun in die in einem Kuhlblock (4° C) sich
befindenden Kapillaren 2 pl cDNA und 8 pl H,O pipettiert; nach diesem Schritt
wurde der Master-Mix hergestellt und jeweils 10 ul von ihm in jede Kapillare
gegeben. Die Kapillaren wurden nun verschlossen und ins Karussell eingesetzt,
bevor sie fur 15 sec bei 13000 rpm zentrifugiert wurden. Nun konnten die
Proben ins LightCycler-Instrument gestellt und der Lauf gestartet werden.

Validierung der Testlaufe:
Ziel der Testlaufe war es herauszufinden, ob die Primer und Sonden an der

Ziel-DNA spezifisch ansetzen und es so zu einer selektiven PCR kommen
kann. Zeigte sich eine gleichmaRige log-Phase uUber einen breiten Bereich hin,
so war der Testlauf erfolgreich und es konnte von einer spezifischen
Amplifikation der Ziel-DNA ausgegangen werden. Mittels konventioneller PCR
und anschliel3ender Gelelektrophorese wurde zusatzlich noch die Spezifitat der
Primer Uberprift. Falls sich doch noch Nebenamplifikate im Gel gezeigt haben,
so konnten diese in einem neuen PCR-Lauf z.B. durch Erhéhung der

Annealingtemperatur entfernt werden.

2.2.2.3 Herstellungsmoglichkeiten der externen Standards

Grundvoraussetzung fur die absolute Quantifizierung von Proben im LightCycler
uber externe Standards ist, dass die Sequenz der ZieDNA mit der Sequenz
der zu verwendenden externen Standards ubereinstimmt. Selbstverstandlich
missen auch noch die Konzentrationen der einzelnen Standards bekannt sein.

In der Literatur sind schon mehrere Methoden der Standardherstellung
beschrieben worden. Zum einen gibt es die Maoglichkeit cDNA-Plasmid
Standards einzusetzen. Vorteil dieser Methode ist, dass die cDNA- Plasmide in
sehr groRen Mengen hergestellt werden kdnnen, sodass der gleiche Standard
fur sehr viele Laufe verwendet werden kann. Dadurch lassen sich die
Interassay-Abweichungen minimieren (Overbergh et al., 2003; Whelan et al.,
2003). Des Weiteren kdnnen auch in vitro transkribierte RNA-Abschnitte, so
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genannte cRNA-Standards, zur absoluten Quantifizierung eingesetzt werden
(Fronhoffs et al, 2002).

Als Alternative dazu kann auch eine mittels konventioneller PCR gewonnene
und anschlieBend aufgereinigte Ziel-dsDNA als Standard eingesetzt werden
(Yin et al., 2001). Diese Methode der Standardherstellung kam in dieser Arbeit
zum Tragen. Nachdem die spezifischen Primer und Sonden in einem
LightCycler-Testlauf Gberprift wurden, wurde eine konventionelle PCR mit der
Ziel-DNA durchgefuhrt und anschlieBend die aufgereinigten Amplifikate
photometrisch vermessen und anhand der dsDNA-Konzentration in der
Stammlosung entsprechend die Verdunnungsreihe hergestellt. Diese
Verdunnungsreihe der Ziel-DNA konnte danach im LightCycler als externer
Standard eingesetzt werden.

*Gewinnung der spezifischen Amplifikate uber die konventionelle PCR

Im GeneAmp 2400 (Perkin Elmer, Drei Eich) wurde die konventionelle PCR
mittels des PCR Core Kit und den spezifischen Primern, die auch schon im
LightCycler-Testlauf zum Einsatz kamen, durchgefuhrt. Die Proben mit der
gewunschten Ziel-DNA kamen zum Einsatz, bei denen anhand ihres Crossing
Points auf eine grol3ere Menge an Zytokin-cDNA geschlossen werden konnte.
Die gewonnenen Amplifikate wurden nun gelelektrophoretisch aufgetrennt und
sichtbar gemacht. Gleichzeitig konnte so Uberprift werden, ob nicht noch
Nebenprodukte mit amplifiziert wurden. Trat dies auf, so konnte Uber die
Modifizierung der Annealingtemperatur versucht werden, die Nebenamplifikate
zu entfernen.

Es konnte so ein PCR-Protokoll erstellt werden, dass fur alle Zytokine,
Chemokine, Toll-like Rezeptoren und Adapterproteine Verwendung fand. Nur
fur die Adapterproteine MyD88, TRAF6 und IRAK1 musste die

Annealingtemperatur erhéht werden.
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MRNA- | Initialde- Zyklus Extension | Zyklen-
Target naturierung Egrrllﬁltg- Annealing |Extension zahl
IL-15

RANTES

TLR-3 |95°C, 95°C, 54°C, 72°C, 72°C, 36
Myd88 |5 min 45 sec |45 sec 60 sec 10 min

IRAK1

TRAF6

Tabelle 4: Protokoll der konventionellen PCR
Die Annealing-Temperatur wurde fir MyD88, IRAK1 und TRAF6 von 54° C auf

60° C erhoht.

Pipettierschema fiir die konventionelle PCR:

Reaktionsvolumen insgesamt: 50 pl

Proben: 2 ul cDNA
Master-Mix: 48 pul
Reagenz Volumen
H20 40,7 ul
PCR 50 ul
Puffer, 10xkonz.
(MgClz, KCI)
DNTP 1,0 ul
Primer 1 0,5 pl
Primer 2 0,5 pl
Taqg-Polymerase 0,3 ul
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Der Master-Mix und die Proben wurden zusammen in die 0,2 ml PCR-Tubes
pipettiert; eine Negativkontrolle wurde stets mitgefiihrt; das PCRCore Kit wurde

bei -20 ° C gelagert.

*Die Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde in einem 2%igen TAE Agarosegel fur ca. 60 min
bei einer angelegten Spannung von 100 Volt durchgefiihrt. Als GrélRenmarker
diente der READY LOAD 100 bp DNA Ladder von Life Technologies. 10 pl von
dem Amplifikat und 2,5 ul des Blue Juice Puffers wurden gemeinsam in jede
Tasche des ausgehéarteten Gels pipettiert. Die Gelkammern waren durch 1x
TAE Puffer (40mM Tris-Acetat; pH 7,5, 2mM EDTA; Life Technologies)
gepuffert. Die Zugabe von GelStar (Ethidiumbromid) bedingte, dass das Gel mit
den spezifischen Banden direkt unter UV-Licht ausgewertet und fotografiert
werden konnten. Die Banden des Amplifikats konnten auf dem Bild nun
abgelesen werden.

Die spezifische Amplifikatlange konnte tber ein Internetprogramm des National
Center of Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) errechnet
werden. Anhand des sich im Gel befindenden Grdl3enmarkers konnte nun
verglichen werden, ob die theoretische mit der praktischen bp-Ldnge des
Amplifikats Ubereinstimmt. War dies der Fall, dann war die Spezifitdt der Primer
und so des Amplifikats bewiesen. Waren jedoch noch weitere Banden auf dem
abfotografierten Gel zu erkennen, so musste die konventionelle PCR wiederholt
und z.B. durch Erhéhung der Annealing-Temperatur versucht werden, die

Nebenamplifikate zu entfernen.

*Das Aufreinigen

Die durch die konventionelle PCR gewonnenen und mittels Gelelektrophorese
auf Spezifitat Gberpriften Amplifikate von IL-15, RANTES, TLR-3, MyD88,
IRAK1 und TRAF6 konnten nun mit dem QIAquick PCR Purification Kit
aufgereinigt werden. So wurden 40 pl des PCR-Produkts durch DNA-
Trennséulen aufgereinigt.
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Das Aufreinigungsprotokoll:
1. Binden der DNA: 200 ul PB Puffer wurden zu den 40 pl des PCR-

Produkts dazu pipettiert. Dieses Gemisch gab man auf eine QIAquick
Trennséule und zentrifugierte diese bei 13000 rpm fir 1 min. Der
Uberstand wurde verworfen und die Saule zuriick in die Tube gestellt.

2. Waschen: nachdem man 0,75 ml PE Puffer auf die Trennséule gegeben
hatte, wurde diese fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde wiederholt, nachdem der Uberstand verworfen wurde.

3. Elution der DNA: die QIAquick Trennsaule wurde in eine neue

Sammeltube gegeben, bevor 30 pl des EB Puffers mittig auf die Saule
pipettiert wurden. Nach einer Warteperiode von 1 min konnte das Gefal3

bei 13000 rpm fir 1 min zentrifugiert werden.

* Das Vermessen

Im Photometer wurde danach die Konzentration an dsDNA im Eluatpuffer
bestimmt. Pro Messvorgang bendétigte man 7 pl der Probe. Davor legte man
jedoch den Leerwert mit einer 7 pl H,O Probe fest.

Die Extinktion der DNA wurde bei 260 nm gemessen, die der Proteine bei 280
nm; bildete man den Quotienten beider Werte und das Ergebnis betrug 1,7-1,9,
so konnte dies als ideal betrachtet werden und sprach fur die Reinheit der DNA.

* Die Berechnung der Kopienzahl
Die Konzentration der dsDNA des gewtlnschten Amplifikats im Eluatpuffer
benttigte man zur Berechnung der exakten Kopienzahl pro pl des Amplifikats.

Mit nachfolgenden Formeln konnte dies durchgefiuihrt werden (Overbergh et al.,
2003):

1) 1000 bp dsDNA= 9,1*10"" Kopien/ ug
2) K= C (png/ml) *x (Kopien/ ug)
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Am Beispiel des IL-15-Standards werden die nun folgenden Rechenschritte

exemplarisch dargelegt:

Die Amplifikatlange von IL-15 betragt: 227 bp

Daraus folgt nach obigen Formelin:
227 bp dsDNA= 4,41*9,1*10'! Kopien/ ug
X = 40,13*10"" Kopien/ ug

Die Konzentration (C), die fur das Amplifikat (IL-15) berechnet wurde hatte
folgenden Wert:

C=17,65 pg/ml
Daraus lasst sich folgende Kopienzahl (K) berechnen:
K= C (png/ml) *x (Kopien/ug)
= 17,65 pg/ml * 40,13*10™* Kopien/Hg
= 7,08 *10" Kopien/m!
= 7,08 *10*® Kopien/yl

Diese Vorgehensweise wurde ebenfalls beibehalten fir RANTES, TLR-3,
MyD88, IRAK1 und TRAF6. So konnte fir jedes spezifisches Amplifikat die
exakte Kopienzahl/ul berechnet werden; anhand dieser Daten wurden die
externen Standards entsprechend angesetzt; der Verdinnungsbereich ging bei

allen Amplifikaten von 10° bis 10°.
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2.2.2.4 Verwendung der externen Standards fur die LightCycler-PCR

Nachdem die Standardverdinnungsreihen hergestellt waren, konnten nun die
Standards und zusatzlich Proben gleicher Ziel-DNA, jedoch unbekannter
Kopienzahl in den LightCycler eingesetzt werden. Die Software stellte anhand
der Crossing Points der unterschiedlichen Standardkurven eine Eichgerade auf,
in die die Crossing Points der unbekannten Proben eingesetzt und die dazu

korrelierende Kopienzahl einfach abgelesen wurde.

Auf diese Weise konnte z.B. nach unterschiedlicher Stimulation von PBMCs
festgestellt werden, ob durch diese Stimuli, im Vergleich zu unstimulierten
Zellen, eine Hoch- oder Herunterregulierung spezifischer Zytokin-mRNA
stattgefunden hat.

Bei allen LightCycler-Laufen wurde stets eine Negativkontrolle (H,O) mitgefihrt.

Durch den mehrmaligen Gebrauch dieser Standardverdiinnungsreihen konnten
neben der Linearitat auch noch die Reproduzierbarkeit (Intra- und Interassay),
die Amplifikationseffizienz und die Sensitivitat Gberpruft werden. Exemplarisch
wurde aulRerdem noch im Falle des Adapterproteins TRAF6 die Spezifitat der
Primer und Sonden nach Einsatz der Standards in einem LightCycler-Lauf
mittels Gelelektrophorese tberprift.

Es wurden mit den Standardverdinnungsreihen von IL-15, RANTES und IRAK1
jeweils 5 LightCycler-Laufe durchgefiihrt. Mit den Standards von TLR3 und
TRAFG6 je 4; bei MyD88 lag die Anzahl der Laufe bei 3.
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3. Ergebnisse

3.1 Absolute Quantifizierung von Zytokin-mRNA mittels LightCycler

3.1.1 Die Spezifitat der Primer und Sonden

Zuerst wurde die mRNA der Proben in cDNA umgeschrieben; danach wurden
die Primer und Sonden, zusammen mit den Proben, in den LightCycler einge-
setzt, um so ihre Spezifitat Uberprifen zu kdnnen. Hierbei stellte sich stets eine

gleichmaliige log-Phase dar.

Nach der konventionellen PCR und einmal exemplarisch nach Einsatz einer
Verdunnungsreihe in den LightCycler wurde die Spezifitit der Amplifikate

mittels Gelelektrophorese Uberprift.

IL-15:

227 bp
200 bp
100 bp

Abb. 4:

Gelelektrophorese der spezifischen Amplifikate von IL-15 nach konventioneller
PCR. GM= DNA-GroRenmarker (100bp); 1=Medium (unstimulierte PBMCs);
2=LPS stimulierte PBMCs; 3= PHA stimulierte PBMCs; 4= PHA stimul. PBMCs;
5= H,0; das mit * markierte Amplifikat wurde aufgereinigt, vermessen und dann

als externer Standard im LightCycler eingesetzt.
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RANTES:

314 bp
200 bp

100 bp

GM M L* LN

MyD88:

202 bp

100 bp

GM L* P N

TRAF6:

300 bp—
197 bp~ |
100 bp™

GM dL*PN

TLR3:

294 bp
200 bp
100 bp

GM L* P N

IRAK1:

241bp_—
200 bp
100 bp —

GMabcN P P*

Abb. 5: Gelelektrophoresen der spe-
zifischen Amplifikate; GM= GroRenmarker;
L= cDNA von LPS stimulierten Zellen; P=
cDNA von PHA stimulierten Zellen; die mit
einem * gekennzeichneten Proben wurden
aufgereinigt, vermessen und zur Herstellung
des externen Standards verwendet;
a, b und d sind MyD88-Proben, die neben
den spezifischen auch unspezifische Ampli-
fikate enthalten; in der Bande der Probe d
sind nur Nebenamplifikate zu erkennen;
N= H20 (Negativkontrolle).
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TRAF6

300 bp
197 bp
100 bp

GM12345 67MLPN

Abb. 6: Gelelektrophorese nach Einsatz in den LightCycler am Beispiel der
TRAF6-Standardverdiinnungsreihe (10°-10%) und 3 Proben; M= unstimulier-

te PBMCs; L= mit LPS stimulierte PBMCs; P= mit PHA stimulierte PBMCs; N=
Negativkontrolle (H:0); GM= GroRenmarker (100 bp); 10'=1; 10°= 2; 10°=3;
10%=4; 10%=5; 10°=6; 10'=7; fir jede Probe ist die spezifische Bande zu
erkennen; es hat keine Coamplifikation stattgefunden

3.1.2 Linearitat

Der lineare Korrelationskoeffizient r wurde fir jede Standardkurve von der
LightCycler Software angegeben. Hierbei zeigte sich fur jede Standardkurve der
lineare Korrelationskoeffizient von r= -1. Die folgende Abbildung zeigt den
originalen LightCycler-Ausdruck fur die TLR3-Verdinnungsreihe
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3.1.3 Die Sensitivitat

Unter der Sensitivitdt des Assays versteht man die kleinste Konzentration der
Standardverdinnungsreihen, die unter den LightCycler-PCR-Bedingungen
amplifiziert wird. Die unterste Detektionsgrenze lag fur die IL-15- und RANTES-
Standards bei 10%, fiir die TLR3-, TRAF6- und IRAK1-Standards bei 10° und fiir
den MyD88-Standard bei 102,

3.1.4 Die Amplifikationseffizienz

Die Amplifikationseffizienz E berechnet sich aus der Steigung m der
Regressionsgeraden nach folgender Formel: E= 10-1m

Eine theoretisch optimale Amplifikationseffizienz ist E=2, was der Verdoppelung
der DNA mit jedem PCR-Zyklus entspricht.

Die Amplifikationseffizienz der Standards von IL-15, RANTES, TLR3, MyD88,
IRAK1 und TRAF6:

Standardverdinnungsreihe E M S n
IL-15 1,84 |1,84 |0,057 5
RANTES 1,99 |1,98 |0,018 5
TLR3 1,87 |1,86 |0,039| 4
MyD88 1,62 | 1,60|0,053| 3
IRAK1 1,86 | 1,84 |0,058 5
TRAF6 1,93 | 1,90(0,083| 4

Tabelle 5: E=Mittelwerte der Amplifikationseffizienzen der Standardver-

dunnungsreihe; M=Median der Effizienzen; s=Standardabweichung vom
Mittelwert
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3.1.5 Die Reproduzierbarkeit der externen Standards im LightCycler

Hierbei wurde die Reproduzierbarkeit der hergestellten externen Standards zum
einen zwischen einer bestimmten Anzahl n von PCR-Laufen (Inter-Assay
Reproduzierbarkeit) und durch dreifach Einsatz des Standards in einem PCR-
Lauf (Intra-Assay Reproduzierbarkeit) bestimmt. Anhand der gemessenen
Crossing Points ermittelte die LightCycler Software die absolute Kopienzahl der
einzelnen Standards, die dann fur die Berechnung der Reproduzierbarkeit
herangezogen werden konnte.

3.1.5.1 Die Inter-Assay Reproduzierbarkeit

Hierbei wurde der Variationskoeffizient CV,,,. der absoluten Kopienzahlen
bestimmt (Tabelle), sowie die mittleren Kopienzahlen und die

Standardabweichung fur die jeweilige Verdiinnung berechnet (Abbildung).

Standardverdinnungsreihe
1x10% 1x10° 1x10* 1x10® 1x10°> 1x10* 1x10°

IL-15 (n=5) 29%  24% 7% 27% 23% 32% -

RANTES 20% 15%  10%  33% 17%  38% -
(n=5)

TLR3(n=4) | 7%  22% 27% 20%  11% 37%  72%
MyD88 (n=3) | 9%  25%  23% 24% 9% - -

IRAKL (n=5) |15%  10%  14% 19% 24% 46%  98%
TRAF6 (n=4) | 6% 9% 12% 7% 11% 31%  46%

Tabelle 6: Variationskoeffizient CVyn.. (%) der absoluten Kopienzahlen fur die
einzelnen Verdinnungen (106-100 Kopien/10ul) der Standards in n LightCycler-
Laufen.
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Abb. 9: Bestimmung der Inter-Assay-Reproduzierbarkeit der Standards nach
Einsatz der Verdinnungsreihen (10°-10° Kopien/10ul) in n LightCycler-Laufen.
Die Abbildung zeigt den Mittelwert und die Standardabweichung der absoluten
Kopienzahlen der jeweiligen Verdinnung.
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3.1.5.2 Die Intra-Assay Reproduzierbarkeit

Die Intra-Assay Reproduzierbarkeit wurde fur die Standardverdinnungsreihen
von TLR3 und TRAF6 Uberpruft; hierbei wurde die jeweilige Verdinnungsreihe
dreifach in einen LightCycler-Lauf eingesetzt; der Konzentrationsbereich lag bei
10°-10° Kopien/10ul. Des Weiteren wurde auch hier der Variationskoeffizient

CVconc. der absoluten Kopienzahlen der unterschiedlichen Verdinnungen

berechnet.

Variationskoeffizient CV¢gne. (%)

Standardverdinnungsreihe

1x10° | 1x10° | 1x10* [1x10° [1x10° |1x10* [1x10°
TLR3 26% |84% |19,1% [2,0% [11,4% |17,5% |38,7%
TRAF6 | 0,5% | 7,4% 3,2% |4,7% [13,4% |63,7% |52,9%

Tabelle 7: Variationskoeffizient CV .o der absoluten Kopienzahlen fur die
Verdinnungsreinen von TLR3 und TRAF6 (Verdinnungsintervall: 10°-10°

Kopien/10pl) nach dreimaligem Einsatz der Verdinnungsreihen

LightCycler.
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Abb. 10 :Intra-Assay-Reproduzierbarkeit am Beispiel des TLR3-Standards;
Einsatz der Verdiunnungsreihe (n=3) (10°%-10° Kopien/10ul) und der
Negativkontrolle (H,O) in den LightCycler
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Abb. 11 : Regressiondgerade des TLR3-Standards nach dreimaligem Einsatz
in den LightCycler; r=-1,00
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3.2 Expression der Zytokin-, Chemokin-, TLR- und Adapterprotein-mRNA

in stimulierten und unstimulierten PBMCs

Hierbei wurde im LightCycler untersucht, ob sich nach Stimulation der PBMCs

mit LPS oder PHA der Expressionslevel der untersuchten Gene (IL-15,
RANTES, TLR3, MyD88, IRAK1 und TRAF6) im Vergleich zu einer

unstimulierten Probe verédndert hat. Die Stimulationsdauer betrug 8 h.

Es wurde folgendes ermittelt:

Tabelle 8: Mittelwerte der absoluten Kopienzahlen und Crossing Points (CP)

von stimulierten und unstimulierten Proben

IL-15:
Kopien CP
unstimuliert | 1,7x10° 30,22
LPS 2,6x10° 29,62
PHA 1,1x10° 31,38
RANTES:
Kopien CP
unstimuliert  |1,2x103 26,03
LPS 2,0x10° 28,75
PHA 2,70x10" 21,55
TLR3:
Kopien CP
unstimuliert |[2,0x10" 32,23
LPS 5,0x10* 31,07
PHA 7,0x10° 34,21
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Fortsetzung der Tabelle 8:

MyD88:
Kopien CP
unstimuliert |9x10?! 42,06
LPS 1,2x10° 36,83
PHA 9,0x10° 37,84
IRAK1:
Kopien CP
unstimuliert 1,3x103 28,30
LPS 8,0x10° 25,71
PHA 2.4x10° 27,73
TRAF6:
Kopien CP
unstimuliert |5,0x10? 28,24
LPS 9,0x10? 27,25
PHA 5,0x10° 28,19
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4. Diskussion

4.1 Die real-time RT-PCR bei der Detektion und Quantifizierung

spezifischer mRNA

Die real-time RT-PCR stellt eine Methode dar, mit der exakt und zuverlassig
spezifische mMRNA bzw. cDNA detektiert und quantifiziert werden kann. Durch
den Einsatz spezifischer Primer und Sonden wird der qualitative Nachweis der
Ziel- mRNA bzw. cDNA moglich. Dies kann durchgefuhrt werden mit
Hybridisierungssonden (sequenzspezifische Oligonukleotide), TagMan Probes,
Molecular Beacons oder DNA interkalierende Farbstoffe. Bei dieser Arbeit
kamen nur spezifische Hybridisierungssonden zum Einsatz (siehe Kapitel
2.2.1.1).

Die absoluten Quantifizierungen wurden anhand von gegebenen
Kalibrierungskurven durchgefihrt, die auf einer Verdinnungsreihe von RT-PCR
Produkten basierten. Ebenso koénnen zur absoluten Quantifizierung
Verdinnungsreinen von Plasmid DNA, in vitro transkribierte RNA,
synthetisierter DNA oder RNA Oligomere verwendet werden (Pfaffl et al., 2001).
Bei jeder quantitativen RT-PCR konnen Unterschiede in der Ausgangsmenge
an RNA, sowie Unterschiede in der reversen Transkription oder in den PCR-
Effizienzen zu erheblichen Variationen der Ergebnisse und damit zu
Fehlinterpretationen der Expressionslevel fuhren. Hierbei wurden verschiedene
Maoglichkeiten beschrieben diese Variationen zu korrigieren: so kann die
ermittelte Kopienzahl des Ziel-Gens relativ zur Zellzahl oder zur Masse der
Gesamt-RNA ausgedrtickt werden. Bei diesen Methoden werden weder PCR-
noch RT-Effizienz bertucksichtigt (Vandesompele et al., 2002).

Bei der so genannten relativen Quantifizierung wird dagegen die
Genexpression des Zielgens in Relation zu einem nicht regulierten
.Housekeeping Gen“ gesetzt; dieser Vorgang wird als Normalisierung der
Expressionsergebnisse bezeichnet (Rasmussen, 2001). Vor der Normalisierung
mit einem Housekeeping Gen muss selbstverstandlich Uberprift und
sichergestellt werden, dass seine Expression unter den gegebenen
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experimentellen Bedingungen auch gleich bleibt. Die relative Quantifizierung
kann zu dem noch optimiert werden, indem man die unterschiedlichen real-time
PCR Effizienzen mitberiicksichtigt. Diese Methode wird dann als effizienz-
korrigierte relative Quantifizierung mittels real-time RT-PCR bezeichnet und
stellt im Moment die genaueste Form der mRNA- bzw. cDNA- Quantifizierung
dar (Pfaffl, 2001).

In dieser Arbeit wurde auf eine Normalisierung der Expressionsergebnisse
durch ein Housekeeping Gen verzichtet, da gezeigt werden konnte, dass es bei
starken Stimuli wie LPS oder PHA zu keinerlei Fehlinterpretationen der
Expressionsergebnisse bei nicht durchgefihrter Normalisierung gekommen ist
(Swatoch, 2003).

4.2 Absolute Quantifizierung der cDNA-Expression liber externe

Standards und Hybridisierungssonden

Ein Teil dieser Arbeit war es fur das untersuchte Zytokin IL-15, das Chemokin
RANTES, den Toll-like Rezeptor TLR-3 und die Adapterproteine MyD88,
TRAF6 und IRAK1 externe Standards mittels spezifischer PCR-Produkte
herzustellen; die Standards wurden im Folgenden hinsichtlich ihrer Spezifitat,
Sensitivitat, Amplifikationseffizienz, sowie Intra- und Inter-Reproduzierbarkeit
Uberpruft.

Anhand dieser Standards war es mdglich den Ziel-cDNA Gehalt von
stimulierten (LPS und PHA) und unstimulierten PBMCs zu bestimmen und
gquantitativ miteinander zu vergleichen.
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4.2.1 Spezifitat

Fur das Zytokin, Chemokin, den Tolllike Rezeptor und die Adapterproteine
wurden jeweils spezifische Primer-Paare eingesetzt. Durch Gelelektrophorese
wurde Uberpruft, ob es zu einer Co-Amplifikation unspezifischer PCR-Produkte
gekommen ist. Trat dies auf wie im Falle von MyD88, TRAF6 und IRAK1, so
wurde die konventionelle PCR mit einer hoheren Annealing-Temperatur
durchgefuhrt, um so die unspezifischen PCR-Produkte zu entfernen. Nach
einem LightCycler Lauf wurde exemplarisch fur die PCR-Produkte der
Standardverdinnungsreihe von TRAF6 und fur die zu untersuchenden Proben
eine Gelelektrophorese durchgefihrt, wo eindeutig die Spezifitat der
verwendeten Primer gezeigt werden konnte.

Durch die Verwendung von sequenzspezifischen Hybridisierungssonden konnte
weiterhin eine hohe Spezifitat gewahrleistet werden, denn
Hybridisierungssonden zeigen eine weitaus hohere Spezifitat als im Gegensatz
dazu der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | (Wittwer et al., 1997b). Nachteil
dieses Fluoreszenzfarbstoffes ist es, dass er an jede dsDNA bindet, so dass zur
Prifung der Spezifitdt der PCR-Produkte zusatzlich noch eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden muss (Ririe et al., 1997).

4.2.2 Sensitivitat

Unter der Sensitivitat des Assays versteht man die kleinste Konzentration der
Standardverdinnungsreihen, die unter den gegebenen LightCycler
Bedingungen amplifiziert wird.

Bei den Standardverdiinnungsreihen konnten unterschiedliche Detektionslimits
erreicht werden; die unterste Detektionsgrenze lag fir den MyD88-Standard bei
102, fir IL-15 und RANTES bei 10! und fiir die Standardverdiinnungsreihen von
TLR3, TRAF6 und IRAK1 bei 10°. Durch diese externen Standards war so ein
sehr groRRer Detektionsbereich von bis zu 10 log-Einheiten (109-100) madglich, so
dass Expressionslevel von Zytokinen, Chemokinen, Toll-like Rezeptoren und
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Adapterproteinen in stimulierten und unstimulierten Zellen ohne weiteres
bestimmt und miteinander verglichen werden kénnen.

Wahrend bei manchen Autoren die Sensitivitat der Assays nur bei grof3er gleich
10° Kopien lag ( Stordeur et al., 2002; Hein et al.,2001), so konnten Kihne et al.
(2002) auch ein unteres Detektionslimit von 10° Kopien bei der Quantifizierung
von humanen IL4, IL-4R, IFN-y und IFN-B im LightCycler unter Verwendung

von Hybridisierungssonden erreichen.

4.2.3 Linearitat

Es konnte in allen LightCycler-Laufen eine hohe Linearitat gezeigt werden. Die
Steigung der Regressionsgerade in allen Laufen zeigte einen Wert von r=-1.
Dies zeigt deutlich, dass uber einen sehr groRen Bereich von bis zu sechs
Zehnerpotenzen eine gleichmallige und konstante Quantifizierung stets
stattgefunden hat. Daraus lasst sich schlieBen, dass mit diesem LightCycler
Protokoll sowohl in Bereichen grof3er als auch geringer Kopienzahlen eine
konstante Quantifizierung zu erreichen ist. Gerade bei der Untersuchung von
Zytokinen mit Proben sehr geringer als auch sehr hoher Konzentration ist es
wichtig durch gleichméafRige Quantifizierungen gesicherte Ergebnisse zu
erlangen, so dass auch exakte Aussagen uUber Expressionsanderungen

gemacht werden koénnen.
4.2.4 Amplifikationseffizienz

Die Amplifikationseffizienzen der unterschiedlichen Standardverdiinnungsreihen
wurden Uber ihren Einsatz in die LightCycler PCR bestimmt. Die Effizienz
errechnete sich nach folgender Formel; E= 10¢¥5*9"9) (Rasmussen, 2001).
Die mittleren Amplifikationseffizienzen (IL-15: E=1,84; RANTES: E=1,99; TLR3:
E=1,87; MyD88: E=1,62; IRAK1: E=1,86; TRAF6: E=1,93) lagen, mit Ausnahme
von MyD88, sehr nahe am theoretisch maximal moglichen Wert von E=2
(Standardabweichung: 0,018<s<0,083). Mit den hohen Effizienzen lasst sich so
auch die erzielte hohe Sensitivitat der Assays erklaren.
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Errechnet man die Effizienz nach obiger Formel, so ergeben sich 2 Nachteile:
zum einen werden bei dieser Formel die probenindividuellen Unterschiede nicht
mitberdcksichtigt, zum anderen Uberschétzt sie auch die real-time PCR, so
dass haufig Effizienzen von 2,0-2,2 errechnet werden, was theoretisch nicht zu
erklaren ist. Bei der momentan innovativsten Methode wird die Effizienz anhand
eines exponentiellen Modells berechnet, was der Kinetik der PCR am ehesten
entspricht (Tichopad et al, 2003 und Pfaffl, 2004).

4.2.5 Reproduzierbarkeit
4.2.51 Inter-Assay Reproduzierbarkeit

Durch einen mehrmaligen Einsatz der einzelnen Standardverdinnungsreihen in
den LightCycler, wurde die Inter-Assay Reproduzierbarkeit ermittelt (far 1L-15
und RANTES lag der Konzentrationsbereich bei 10°%-10* Kopien/10ul; far
MyD88 bei 10°-10% Kopien/10ul und fiir TLR3, IRAK1 und TRAF6 bei 10°-10°
Kopien/10pl).

Betrachtet man nun den Variationskoeffizienten CVcone. der von der LightCycler
determinierten Kopienzahlen, so wird deutlich, dass sich die Reproduzierbarkeit
zu den niedrigen Konzentrationen (101 und 100) hin deutlich verschlechtert.
Wahrend CVconc, Werte von 6-33% fiir den Konzentrationsbereich von 10°-10°
Kopien/10ul annimmt, so nimmt CV,, fir den Konzentrationsbereich von 10%-
10° Kopien/10pl Werte von 31-98% an. Dies lasst sich durch die Tatsache
erklaren, dass die Standards mit geringeren Kopienzahlen einem langer dem
exponentiellen Prozess unterliegen, bevor eine ausreichend hohe Menge an
detektierbaren PCR-Produkten vorliegt. Geringe Unterschiede in den PCR-
Effizienzen oder geringe Unterschiede in der initial eingesetzten Konzentration

durch Pipettierungenauigkeiten, die gerade bei Standards mit geringer
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Konzentration  auftreten, fihren zu der schlechten Inter-Assay
Reproduzierbarkeit (Rasmussen, 2001).

4.2.5.2 Intra- Assay Reproduzierbarkeit

Die Intra-Assay Reproduzierbarkeit wurde fur die Standardverdinnungsreihen
von TLR3 und TRAF6 durchgefuhrt und Uberprift. Der Konzentrationsbereich
lag bei beiden Standards bei 10°-10° Kopien/10ul. Fir Konzentrationen von
10°-102 Kopien/10pl lag der CVone. bei 0,5-19,1%. Bei 10* und 10° Kopien/10pl
nahm der CV.,.. Werte von 17,5-63,7% an. Auch wenn sich die
Reproduzierbarkeit zu den niedrigen Konzentrationen hin  wieder
verschlechterte, so trat insgesamt doch ein besseres Ergebnis im Vergleich zur
Inter-Assay Reproduzierbarkeit auf. Dadurch dass fiur die Verdinnungsreihe,
die dreifach in den LightCycler eingesetzt wird, der gleiche Reaktionsansatz
verwendet wird, lassen sich Variationen durch duf3ere Stdrfaktoren minimieren
und die Reproduzierbarkeit wird optimiert.

Bei der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse bei der Intra- und Inter-Assay
Reproduzierbarkeit erzielt, die sich mit denen aus bereits publizierten Arbeiten
decken. Stordeur et al., (2002) konnten ebenfalls fur die Quantifizierung von
Maus-IL-9 im LightCycler Gber Hybridisierungssonden eine bessere Intra-Assay
(CVeone. absolute Kopienzahlen: 8,81% fiir 107; 7,41% fur 10> 8,78% fiir 10°%)
wie Inter-Assay Reproduzierbarkeit (21,95% fiir 107; 12,91% fir 10°; 30,61% fir
10% zeigten.

4.3 Expression der Zytokin-, Chemokin-, TLR- und Adapterprotein-mRNA

in stimulierten und unstimulierten PBMCs

Hierbei wurde untersucht, ob die Stimulanzien LPS und PHA das
Expressionslevel der untersuchten Gene (IL-15; RANTES; TLR3; MyD8S;
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IRAK1; TRAF6) im Vergleich zu einer unstimulierten Probe ver&ndern (hoch-
bzw. herunterregulieren) kbnnen.

Bei den gegebenen Versuchsbedingungen konnte fir MyD88, IRAK1 und
TRAF6 eine Hochregulierung, fur IL-15, RANTES und TLR3 dagegen keine

Hochregulierung festgestellt werden.

431 IL-15

Bei dem 2Zytokin IL-15 konnten nur leicht erhdhte Expressionslevel nach
Stimulation der PBMCs mit LPS festgestellt werden. Die PHA- stimulierte Probe
dagegen zeigte einen erniedrigten Expressionslevel im Vergleich zur Medium-
Probe. Berucksichtigt man auch die Tatsache, dass fur den LightCycler-Lauf
lediglich die 10ul Probe, ohne vorherige photometrische Bestimmung des DNA-
Gehalts in der Probe, eingesetzt wurde, so kann die Differenz der absoluten
Kopienzahlen der beiden Proben eher auf die unterschiedliche
Startkonzentration  zurlckzufihren sein, als auf stimulationsbedingte
Veranderungen des Expressionslevels von IL-15. Auch Neely et al., (2001)
zeigten, dass es nach LPS-Stimulation (6- max. 72h) zu keiner Hochregulierung
von IL-15 mRNA in PBMCs gekommen ist.

Dagegen scheint IL-15 eine entscheidende Rolle bei viralen Infektionen zu
spielen. Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von IL-15 zu einer
kompletten Eliminierung von Epstein-Barr Virus infizierten Lymphozyten gefihrt
hat (Sharif-Askari et al., 2001).

Golden-Mason et al. (2004) konnten in HCV-infizierten Lebern einen
signifikanten Anstieg von IL-15 Protein beobachten, was auf die bedeutende

Rolle von IL-15 bei der antiviralen Antwort schlieRen lasst.

4.3.2 RANTES

In allen fir das Chemokin RANTES durchgefiihrten LightCycler Laufen konnte
keine Hochregulierung dieses Gens nach LPS- Stimulation beobachtet werden.
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Diese Ergebnisse decken sich nicht mit Angaben aus der Literatur. Hier nach
kommt es durch Lipopolysaccharide zu einer gesteigerten Expression
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine. Sprenger et al. (1997)
demonstrierten, dass nach 16h Stimulation humaner Monozyten mit LPS der
RANTES Expressionslevel um das 7-fache gesteigert wurde.

Auch Antonicelli et al. (2004) konnten in LPS-stimulierten THP-1-Zellen
(macrophage-derived cell line) ebenfalls eine gesteigerte RANTES
Genexpression feststellen. Und Fessele et al. (2001) zeigten, dass es durch
LPS-Stimulation sogar zu einer schnellen Hochregulierung von RANTES
MRNA in menschlichen Monozyten kommt. Wenn man die Ergebnisse dieser
Arbeit mit denen aus der Literatur vergleicht muss man jedoch stets
berlcksichtigen, dass in den unterschiedlichen Ansatzen unterschiedliche
Zellen und Stimulationsdauern verwendet wurden. Auch existieren von LPS
unterschiedliche Typen mit jeweils veranderter Stimulationskraft, was letztlich
zu unterschiedlichen Genexpressionséanderungen fihren kann.

Im Gegensatz dazu konnte bei PHA-stimulierten PBMCs im Vergleich zu
unstimulierten Zellen ein deutlicher Anstieg der RANTES Genexpression
nachgewiesen werden. Es ergab sich ein gesteigertes Expressionslevel um das
22 fache. Auch in ihrer Studie zeigten Rhyne et al., dass sich durch PHA-
Stimulation die RANTES Genexpression in PBMCs deutlich steigern lasst.

4.3.3 TLR3

Der Toll-like Rezeptor 3 spielt eine entscheidende Rolle in der Erkennung von
viralen Pathogenen, respektive von doppel-strdngigen RNA-Viren (Akira et al.,
2004). Im Gegensatz dazu erkennt der Toll-like Rezeptor 4 LPS gramnegativer
Bakterien. Zwar konnte eine leichte Hochregulierung von TLR3 nach LPS-
Stimulation im Vergleich zur Mediumkontrolle beobachtet werden; doch ist
diese geringe Differenz dieser beiden Proben auf Ungenauigkeiten beim
Umschreiben oder Pipettieren und nicht auf Genexpressionsdnderungen
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zurlckzufuhren, da LPS nur spezifisch von TLR4 und nicht von TLR3 erkannt
wird und demzufolge auch keine Hochregulierung von TLR3 zu erwarten wére.

Auch PHA konnte keine TLR3-Hochregulierung herbeifiihren. Auch wenn in der
PHA-Probe weniger TLR3 mRNA als in der Medium-Probe detektierbar war, so
muss auch hier aufgrund der geringen Anzahl von Kopien in den einzelnen
Proben eher an unterschiedliche cDNA-Ausgangskonzentrationen bzw.
Pipettierungenauigkeiten als an Genexpressionsveranderungen gedacht

werden.

4.3.4 MyD88

Das Adapterprotein MyD88 spielt eine entscheidende Rolle im TLR-Signalweg
und fahrt letztlich Gber den Transkriptionsfaktor NFKB zur erhéhten Zytokin-
Genexpression oder zur Ausdifferenzierung dendritischer Zellen. MyD88-
defiziente Mause zeigten eine vollstandige LPS-Resistenz, sodass es weder zur
Zytokinproduktion, Proliferation on Makrophagen/B-Zellen und einem
endotoxischen Schock kam. Auch konnten keine biologischen Antworten in
MyD88-defizienten Zellen beobachtet werden, sodass daraus geschlossen
werden kann, dass MyD88 ein essentieller Baustein im LPS-induzierten
Signalweg darstellt (Akira S, 2000).

In den durchgefiihrten LightCycler-Laufen konnte eine klare Hochregulierung
des MyD88-Gens sowohl bei LPS- als auch bei PHA-Stimulation festgestellt
werden. Im Vergleich zur unstimulierten Probe war die mRNA Expression bei
der LPS-Probe durchschnittlich um das 14- fache und bei der PHA-Probe um
das 11- fache erhght.

Anhand der Bedeutung von MyD88 beim LPS-induzierten TLR4-Signalweg wird
ersichtlich, warum es zu einer solchen Hochregulierung dieses Adapterproteins

nach LPS-Stimulation kommt.
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4.3.5 IRAK1

Irakl stellt beim TLR-vermittelten Signalweg und der NFkB Aktivierung einen
wichtigen Eckpfeiler dar. So wurde gezeigt, dass IRAK1 ein wichtiger Mediator
beim TLR2-, TLR4- und TLR5-Signalweg ist (Swantek et al., 2000, Brightbill et
al., 1999 und Moors et al., 2001). Durch entsprechende Stimuli kommt es bei
den Leukozyten zur schnellen Aktivierung mit darauf folgender schnellen
Inaktivierung von IRAK1. Diese schnelle Inaktivierung konnte als negativer
Feedback- Mechanismus beim IL-1R/TLR- vermittelten Signalweg und darauf
folgender Zytokin- Gentranskription zu verstehen sein (Hu et al., 2002).

In THP-1 Zellen kam es nach LPS-Stimulation zu einer schnellen Aktivierung
von IRAK1. Das aktivierte IRAK1 wiederum interagiert mit MyD88 und flhrt so
zum weiteren Downstreaming des LPS-induzierten TLR-Signalweges mit
daraus resultierender Transkription proinflammatorischer Zytokine. Nach 60-90
min LPS-Stimulation nahm der IRAK1 Level jedoch wieder ab und blieb
daraufhin auf einem niedrigen Level (Li et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch nach LPS-Stimulation der PBMCs eine
verstarkte IRAK1 Expression festgestellt werden.

Nach 8h Stimulation war jedoch immer noch, im Vergleich zur Mediumkontrolle,
der IRAK1 Expressionslevel erhéht. Die PHA-Probe wies nur eine leicht erhohte

Expressionsrate auf.

4.3.6 TRAF6

TRAF6 nimmt bei der IL-1R/TLR- Signaltransduktion eine wichtige Position ein.
Dies konnte mehrfach an TRAFG6-defizienten Mausen gezeigt werden. In
Abwesenheit von TRAF6 konnte eine IL-1 Behandlung keine T-Zell Proliferation
hervorrufen; auch war die LPS-stimulierte Proliferation von B-Zellen dramatisch
reduziert. Folglich ist TRAF6 erforderlich fir die IL-1- und LPS-induzierte NFkB
Aktivierung (Wu et al., 2003).

In dieser Arbeit kam es nach LPS-Stimulation im Vergleich zur Kontrollprobe zu
einem leichten Anstieg der TRAF6 Expressionsrate. Im Durchschnitt lag der CP
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der LPS-stimulierten Probe (27,25) einen Zyklus vor der Mediumprobe (28,24),
was einer Verdoppelung der Genexpressionsrate entspricht. Nach PHA-
Stimulation kam es dagegen praktisch zu keiner Erhéhung der TRAF6
Expression.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es nach Stimulation von humanen
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) mit Lipopolysacchariden (LPS)
oder Phythamagglutinin (PHA) zu einer Veranderung der Expressionsrate von
spezifischen Zytokin-, Chemokin-, TLR- und Adapterprotein- Genen gekommen
ist. Hierbei wurde die Technik der real-time RT-PCR angewendet, die sich
durch ihre leichte Durchfuhrbarkeit, hohe Sensitivitat, Spezifitat und
Reproduzierbarkeit auszeichnet. Nachdem im LightCycler die Spezifitat der
Primer und Sonden uberprift war, wurden fir IL-15, RANTES, TLR3, MyD88,
IRAK1 und TRAF6 Standardverdinnungsreihen im Labor selbst hergestellt, so
dass in weiteren Laufen quantitative Aussagen hinsichtlich der cDNA
spezifischer Proben getroffen werden konnten. Die im Labor gefertigten
Standardverdinnungsreihen zeigten eine Reproduzierbarkeit, die sich mit
denen anderer real-time RT-PCR Assays aus der Literatur deckt. Des Weiteren
konnte flur alle untersuchten Zytokin-, Chemokin-, TLR- und Adapterprotein-
Gene ein sehr hohes Detektionslimit erzielt werden (MyD88: 10% IL-15 und
RANTES: 10'; TLR3, IRAK1 und TRAF6: 10°).

Die verwendeten Hybridisierungssonden erlaubten auf3erdem eine hoch-
spezifische PCR-Produkt Detektion, was durch die gelelektrophoretische
Auftrennung der TRAF6 LightCycler-PCR-Produkte eindrtucklich gezeigt werden
konnte.

Auch konnte gezeigt werden, dass mit dem in dieser Arbeit verwendeten PCR-
Assay eine hohe Intra- und Inter-Reproduzierbarkeit erreicht werden kann.
Auch war Uber einen Bereich von 6 Zehnerpotenzen die Linearitdt der
Amplifikation gegeben.

Nach LPS-Stimulation konnte gezeigt werden, dass MyD88, IRAK1 und TRAFG,
die alle Schlisselrollen beim LPS-induzierten Signalweg einnehmen, eine
erhohte Genexpressionsrate aufwiesen. IL-15, das bedeutend bei der
antiviralen Immunantwort ist, RANTES und TLR3, welches fir die Erkennung
doppelstrangiger RNA von Viren verantwortlich ist, zeigten hingegen keinen
erhohten Expressionslevel.
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Nach PHA-Stimulation zeigten lediglich RANTES (22-fach gesteigert) und
MyD88 (11-fach gesteigert) eine signifikante Anderung der Genexpression.

Es stellt sich jedoch als schwierig heraus, die Ergebnisse aus der Literatur mit
den eigenen Ergebnissen zu vergleichen, da eigentlich nie die identischen
Versuchsbedingungen (Art der stimulierten Zellen, Stimulationsdauer und
Starke des stimulierenden Agens) vorliegen und es deshalb zu

unterschiedlichen Genexpressionen kommen kann.
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