Aus der Medizinischen Universitatsklinik Tubingen
Abteilung Innere Medizin Il

Arztlicher Direktor: Professor Dr. L. Kanz

Expressionsanalyse von Genen des angeborenen
Immunsystems bei Dendritischen Zellen / Monozyten
nach Stimulation mit Lipopolysaccharid
und Aspergillus fumigatus-Konidien

mittels quantitativer RT-PCR

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der Eberhard Karls Universitat zu Tibingen

vorgelegt von
Christoph Michael Kaiser
aus Freiburg 1. Br.

Tubingen
2007



Dekan: Professor Dr. |. Autenrieth

Erster Berichterstatter: Privatdozent Dr. J. Loffler

Zweiter Berichterstatter: Privatdozentin Dr. U. Schumacher



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis:

Inhaltsverzeichnis

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abkurzungen
1. Einleitung: 10
1.1 Das menschliche Immunsystem 10
1.1.1 Das angeborene Immunsystem 11
1.2 Cytokine 12
1.3 Antigenprasentierende Zellen 14
1.3.1 Monozyten 14
1.3.2 Dendritische Zellen 15
1.4 Toll-like-Rezeptoren 17
1.4.1 Liganden der Toll-like-Rezeptoren 19
1.4.2 Signaltransduktion nach TLR-Aktivierung 21
1.4.3 Negative Regulation der TLR-Signaltransduktion 24
1.4.4 TLR-Expression 25
1.5 Bakterien 26
1.5.1 Lipopolysaccharid 26
1.6 Schimmelpilze 27
1.6.1 Aspergillus fumigatus 28
1.7 Zielsetzung der Arbeit 29
2. Material 31
2.1 Gerate 31
2.2 Verbrauchsmaterialien 32
2.3 Reaktionskits 32
2.4 Reagenzien 33
3. Methoden 34
3.1 Zellkulturelle Methoden 34
3.1.1 Isolierung von PBMCs 34
3.1.2 Zellquantifizierung mittels Neubauerzahlkammer 34
3.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen 36



Inhaltsverzeichnis

3.1.4 Zellseparation mittels MACS®-System 36
3.1.5 Generierung von Dendritischen Zellen 37
3.2 Zellbiologische Methoden 38
3.2.1 Praparation von Aspergillus fumigatus-Konidien 38
3.2.2 Stimulation unreifer Dendritischer Zellen mit Lipopoly-
saccharid 39
3.2.3 Stimulation von Monozyten mit Lipopolysaccharid 39
3.2.4 Stimulation unreifer Dendritischer Zellen mit A. fumigatus-
Konidien 39
3.3 Molekularbiologische Methoden 40
3.3.1 Gelelektrophorese 40
3.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA
und cDNA 41
3.3.3 RNA-Extraktion 41
3.3.4 Reverse Transkription 42
3.3.5 Vervielfaltigung von cDNA-Sequenzen zur Herstellung
von Standard-Verdunnungsreihen 43
3.3.6 Aufreinigen von PCR-Produkten 45
3.3.7 Quantitative Realtime-PCR mittels LightCycler™ 45
3.3.7.1 Das Prinzip der gRT-PCR 45
3.3.7.2 Verwendete Detektionsmethode 46
3.3.7.3 Anwendung des LightCyclers™ 47
3.3.7.4 LightCycler™-Ergebnis-Dokumentation und
-Auswertung 50
4. Ergebnisse 52
4.1 Herstellung von Standard-Verdinnungsreihen 52
4.2 Quantifizierung der untersuchten Gene mittels LightCycler™ 54
4.3 Untersuchte Spender 56
4.4 Stimulation Dendritischer Zellen mit LPS 56
4.4.1 1L12p40-Expression 56
4.4.2 TLR4-Expression 57
4.5 Stimulation von Monozyten mit LPS 58



Inhaltsverzeichnis

4.5.1 TNFoa-Expression 58
4.5.2 TLR4-Expression 59
4.5.3 CD14-Expression 60
4.6 Stimulation Dendritischer Zellen mit A. fumigatus-Konidien 61
4.6.1 TNFa- und IL12p40-Expression 61
4.6.2 MCP1-Expression 62
4.6.3 PTX3-Expression 63
4.6.4 Expression verschiedener Toll-like-Rezeptoren 64
4.6.5 NFxB-Expression 67
4.7 Erganzende Experimente nach Studium der bisher ermittelten
Daten 67
4.7.1 Stimulation Dendritischer Zellen von Spender 1 mit LPS 68
4.7.1.1 IL12p40-Expression 68
4.7.1.2 TLR4-Expression 69
5. Diskussion 70
5.1 Schutz vor UberschielRender Immunreaktion nach Stimulation
mit LPS durch verminderte Rezeptor-Expression 70
5.2 Immunreaktionen gegenuber Aspergillus fumigatus unter
Beteiligung verschiedener Toll-like Rezeptoren 72
5.3 Spender- und pilzstammabhangige Variationen bei den
durchgefuhrten Experimenten 78
6. Zusammenfassung 81
7. Referenzen 83
Danksagung 94
Lebenslauf 95



Abbildungen und Tabellen

Abbildungen:

Abb.

Abb. 2

Abb.

Abb. 4
Abb. 5

Abb. 6
Abb. 7
Abb. 8

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10
11

12
13

14
15

16

17

18

19

20

21

Lichtmikroskopische Aufnahme Dendritischer Zellen
Vergleich Toll-like-Rezeptor/ IL1-Rezeptor

Familie der an den TLR-Signalkaskaden beteiligten
Adapterproteine

Signalwege der Toll-like-Rezeptoren
Elektronenmikroskopische Aufnahme von Aspergillus
fumigatus

Gitternetz einer Neubauer-Zahlkammer
MACS®-System

Prinzip des FRET bei der Detektion von DNA mittels
Hybridisierungssonden

LightCycler™ Probenkarussell

gRT-PCR-Auswertung: crossing point einer Probe
gRT-PCR-Auswertung: crossing points einer
Standardreihe und sich daraus ergebende Eichgerade
Fotografie eines Gels mittels UV-Kamera

Kontrolle einer Standard-Verdinnungsreihe mittels
LightCycler™

Auswertung eines qRT-PCR-Laufs

IL12p40-Expression nach Stimulation Dendritischer
Zellen mit LPS

TLR4-Expression nach Stimulation Dendritischer Zellen
mit LPS

TNFa-Expression von Monozyten nach LPS-Stimulation
TLR4-Expression von Monozyten nach LPS-Stimulation
CD14-Expression von Monozyten nach LPS-Stimulation
IL12p40- und TNFa-Expression Dendritischer Zellen
nach Stimulation mit A. fumigatus-Konidien
MCP1-Expression Dendritischer Zellen nach Stimulation

mit A. fumigatus-Konidien



Abbildungen und Tabellen

Abb. 22 PTX3-Expression Dendritischer Zellen nach Stimulation
mit A. fumigatus-Konidien
Abb. 23 Expression verschiedener Toll-like-Rezeptoren von

Dendritischen Zellen nach Stimulation mit A. fumigatus-

Konidien

Abb. 24 NF«xB-Expression Dendritischer Zellen nach Stimulation
mit A. fumigatus-Konidien

Abb. 25 IL12p40-Expression Dendritischer Zellen von Spender 1
nach LPS-Stimulation

Abb. 26 TLR4-Expression Dendritischer Zellen von Spender 1

nach LPS-Stimulation

Tabellen

Tab. 1 Liganden der bis heute identifizierten Toll-like Rezeptoren
Tab. 2 Zusammensetzung Mastermix fur Reverse Transkription
Tab. 3 Zusammensetzung ,PCR Master” von Roche

Tab. 4 Zusammensetzung Mastermix fur konventionelle PCR
Tab. 5 Basiseinstellungen PCR-Gerat

Tab. 6 Eingesetzte Sonden und ihre Basensequenzen

Tab. 7 Zusammensetzung Mastermix fur gRT-PCR

Tab. 8 Eingesetzte Primer und ihre Basensequenzen

Tab. 9 Temperaturprofil der gRT-PCR im LightCycler™



Abklrzungen

Abklirzungen:

Abb.

AK

APC

aqua dest.

AS
ATCC

bp

Bsp.

bzw.

CD

cDNA

CpG-DNA
CRP

DC
DD
d.h.
DMSO

DNA

dNTPs

Abbildung

Antikorper

antigen presenting cell /
antigenprasentierende Zelle
destilliertes Wasser
Aminosaure(n)

American Type Culture Collection

base pair |
Basenpaar
Beispiel

beziehungsweise

Celsius

cluster of differentiation /
Differenzierungsfaktor

copy desoxyribonucleic acid /
komplementare Desoxyribonucleinsaure
cytosine-phosphate-guanosine-DNA

C-reaktives Protein

dendritic cell /
Dendritische Zelle
death domaine /
Todesdomane

das heif’t
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleic acid /
Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukleotid-Triphosphate



Abklrzungen

dsDNA

DSMZ

EDTA

FCS

FRET

GMC-SF

ICAM
iDCs

kB
IKK

IL-1R
IRAK
IRF

KClI

LBP

LC
LPS

double stranded DNA /
doppelstrangige DNA
Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen

Ethylendiamintetraacetat

fetal calf serum /
fotales Kalberserum

fluorescence resonance energy transfer

granulocyte macrophage colony stimulating factor

Stunde

intercellular adhension molecule
immature dendritic cells /
unreife Dendritische Zellen
inhibitor of kappa B
IxB-kinase-complex

Interleukin
Interleukin-1-Rezeptor
IL1-receptor associated kinase

interferon regulatory factor

Kaliumchlorid

Liter
LPS-bindendes Protein
LightCycler™

Lipopolysaccharid



Abklrzungen

LRRs

LTA

M

MACS
MAPKKK
max
mDC

MD-2
MgCl
MHC

min

mi

mm
mRNA

MyD88

NCBI
NF«B

PAMP
PBMC
PBS

PCR

PGN

leucin rich repeats |
Leucin-reiche Wiederholungen
lipoteichonic acid /

Lipoteichonsaure

Molar

magnetic cell sorting

mitogene activating proteinkinase-kinase-kinase
maximal

mature dendritic cell /

reife Dendritische Zelle

myeloid differential protein-2
Magnesiumchlorid

major histocompatibility complex /
Haupthistokompatibilitats-Komplex
Minute

Milliliter

Millimeter

messenger ribonucleic acid /
Boten-Ribonukleinsaure

myeloid differentiation primary response protein 88

National Center for Biotechnology Information

nuclear factor kappa B

pathogen associated molecular pattern /
Pathogen assoziiertes molekulares Muster
peripheral blood mononuclear cell
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction /
Polymerasekettenreaktion

Peptidoglykan



Abklrzungen

PRR

qRT-PCR

RNA

,m

RPMI
RT

SARM
SIGIRR
sec
SOCS
ssDNA

Tab.
TAB
TAK

Taqg-DNA-Polymerase

TIRAP

TIR-Domaine

TLR

TNF
TRAF
TRAM
TRIF

pattern recognition receptor /

mustererkennender Rezeptor

quantitative Realtime-PCR

ribonucleic acid /

Ribonukleinsaure

rounds per minute /

Umdrehungen pro Minute

Roswell Park Memorial Institute- Medium

Reverse Transkriptase

sterile alpha and armadillo-motif-containing protein
single immunoglobulin IL1-receptor related molecule
Sekunde

suppressor of cytokine signaling

single stranded DNA |

einzelstrangige DNA

Tabelle

TAK1-binding protein

transforming growth factor beta activated kinase
hitzestabile DNA-Polymerase aus dem Organismus
Thermus aquaticus

TIR-associated protein

Toll / IL1 Rezeptor Domane

Toll-like-receptor |

Toll-like-Rezeptor

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor associated factor
Toll-receptor associated molecule

Toll-receptor associated activator of interferon



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das menschliche Immunsystem

Wie jeder andere Organismus ist der Mensch ununterbrochen einer Vielzahl
von auf ihn pathogen wirkenden Mikroorganismen ausgesetzt. Mechanische
sowie biochemische Schutzbarrieren hindern einen Grofdteil von ihnen am
Eindringen in unseren Organismus. Hierzu zahlen neben der Haut als gréfter
mechanischer  Schutzvorrichtung  Schleim  auf  Schleimhauten  des
Gastrointestinal-, Urogenital- und Respirationstraktes, das Flimmerepithel der
Luftwege, das saure Milieu des Magens und der Vagina sowie in Sekreten
enthaltene Enzyme wie beispielsweise das Lysozym des Speichels*®. Dennoch
gelangen jeden Tag unzahlige Mikroorganismen und andere Krankheitserreger
wie z.B. Viren in den menschlichen Korper.

Diese Pathogene moglichst friihzeitig zu erkennen und zu eliminieren ist eine
der Aufgaben unseres Immunsystems, das in ein angeborenes und ein
erworbenes Abwehrsystem unterteilt wird. Um eine effektive Verteidigung
gegenuber mikrobiellen Angriffen auf unsere Gesundheit zu gewahrleisten
bedarf es eines engen Zusammenwirkens dieser beiden Systeme.

Lange Zeit stand dabei das erworbene Immunsystem im Mittelpunkt des
Interesses der immunologischen Forschung, doch in den letzten Jahren richtet
sich der Blick immer mehr auf das zuvor als relativ unspezifisch angesehene
und deshalb fast schon in den Hintergrund getretene angeborene
Immunsystem?®. Auch diese Arbeit beschaftigt sich mit Aspekten des
entwicklungsgeschichtlich alteren Teils unseres Abwehrsystems'®*, der
angeborenen Immunitat. Auf die Funktion der adaptiven Immunitat, die auf der
spezifischen Erkennung von Antigenen durch auf der Zelloberflache von
Lymphozyten sitzende Rezeptoren beruht, soll an dieser Stelle nicht weiter

eingegangen werden.
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Einleitung

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Im zeitlichen Ablauf einer Infektion ist das System der angeborenen Immunitat
der als erstes in Kraft tretende Abwehrmechanismus des menschlichen
Korpers?®. Sind Pathogene in unseren Koérper gelangt, so ist es an deren
Erkennung ebenso maligeblich beteiligt wie an der anschlieenden Elimination
der Krankheitserreger sowie ihrer Zufiuhrung zur Bekampfung durch das
System der adaptiven Immunitat'®. Wie bereits erwahnt arbeitet die erworbene
Immunitat mit einem hochspezifischen, durch somatische Rekombination von
Genen sowie klonale Selektion entstandenen Antigenrezeptoren-Repertoire46.
Im Gegensatz dazu exprimieren Zellen des angeborenen Immunsystems (z.B.
Monozyten und Dendritische Zellen (DCs)) eine Vielzahl von
keimbahncodierten Rezeptoren, die zur Erkennung unterschiedlichster
konservierter pathogen-assoziierter molekularer Muster (pathogen associated
molecular patterns=PAMPs) befahigt sind. Bei diesen PAMPs handelt es sich
um Strukturen, die von Mikroorganismen oder Viren, nicht aber von Saugetieren
produziert werden und so dem Immunsystem auf einfache Art und Weise die
Unterscheidung zwischen korperfremd und korpereigen erlauben. Als Beispiele
seien Peptidoglykane (PGN), Lipoteichonsauren (LTA), Mannane, Glykane,
bakterielle DNA, doppelstrangige RNA sowie Lipopolysaccharide (LPS)

t'4’. Da es sich meist um fiir das Uberleben des Mikroorganismus

genann
essentielle Substanzen handelt ist die Entwicklung von ,escape-Mutanten®, die
sich der Detektion unseres Immunsystems entziehen wurden, erschwert®.

Die sogenannten mustererkennenden Rezeptoren (pattern recognition
receptors=PRRs), die diese PAMPs erkennen, werden von verschiedensten
Zellen exprimiert. Da ein PAMP nicht das Erkennungsmuster eines einzelnen
Krankheitserregers, sondern das einer ganzen Erregergruppe darstellt (Bsp.:
LPS — gramnegative Bakterien)®®, kommt das System der angeborenen
Immunitat mit einer weitaus geringeren Anzahl an Rezeptoren aus als das jedes

Antigen spezifisch erkennende adaptive Immunsystem.
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Einleitung

Anhand ihrer Funktion kénnen die PRRs in drei Klassen eingeteilt werden®’:

- sezernierte,

- endozytierende,

- signaltransferierende Rezeptoren.
Die von den Zellen des angeborenen Immunsystems sezernierten
mustererkennenden Rezeptoren wirken opsonierend, d.h. sie markieren
Pathogene so, dass diese vom Komplementsystem oder von Phagozyten
erkannt werden kénnen®. Ein Beispiel hierfir ist das in erster Linie von
Dendritischen Zellen gebildete Pentraxin3 (PTX3). Es gehort wie das wesentlich
bekanntere CRP (C-reaktives Protein) zur Gruppe der Pentraxine, die aus flnf
identischen Protein-Untereinheiten aufgebaut sind®*2,
Auf der Oberflache phagozytierender Zellen befinden sich die endozytierenden
PRRs, die durch die Erkennung pathogener Strukturen bzw. Muster die
Antigen-Aufnahme einleiten, wodurch die Prozessierung und Prasentation von
Antigenen zusammen mit MHC-Molekiilen erst ermdglicht wird®”.
Bei der Gruppe der signaltransferierenden Rezeptoren handelt es sich um
membranstandige Makromolekule bzw. Komplexe, die nach der Erkennung von
PAMPs eine intrazellulare Signalkaskade auslosen, die dann die veranderte
Expression verschiedener Gene induziert. Dazu gehoren Gene, die fur PRRs
und Bestandteile ihrer intrazellularen Signalwege selbst, fur antimikrobiell
wirksame Substanzen oder fiir pro-inflammatorische Cytokine codieren*’:®.
Zur letzt genannten Gruppe zahlen auch die in der immunologischen Forschung

der letzten Jahre stark bertcksichtigten Toll-like-Rezeptoren (TLRs).

1.2 Cytokine

Von Leukozyten und anderen Zellen werden Stoffe sezerniert, die eine
autokrine, parakrine oder endokrine immunregulatorische Signalwirkung
besitzen. Diese Proteine und Glykoproteine werden Cytokine genannt, je nach
ihrem Produktionsort werden sie in Lymphokine, Monokine, Interleukine oder
Interferone unterteilt. Trotz einer gro3en Heterogenitat in ihrer Wirkungsweise

besitzen alle Cytokine charakteristische Eigenschaften. Obwohl sie nur in sehr
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geringer Menge produziert werden, besitzen sie eine grol3e biologische Aktivitat
und Effektivitdt. Wichtige Aufgabe der Cytokine ist die Regulation der
angeborenen und adaptiven Immunitat. Zielzellen erkennen Uber
Oberflachenrezeptoren die von ihnen Ubermittelte Information.

Die Aufgaben eines Cytokins sind meist vielfaltig und die Funktion kann vom
Zusammenwirken mit anderen Cytokinen oder vom Aktivierungszustand der
Zielzelle bestimmt werden. So sind die meisten Cytokine in der Lage die
Produktion anderer Cytokine zu stimulieren oder zu inhibieren.

Grundsatzlich 1asst sich zwischen pro-inflammatorischen (z.B. IL-12, TNFa) und
anti-inflammatorischen Cytokinen (z.B. IL-4, IL-10) unterscheiden'®.

IL-12  wirkt entscheidend mit an der T-Helferzellentwicklung zur
inflammatorischen Tyi-Zelle, es steigert die cytolytische Aktivitat naturlicher
Killerzellen sowie cytotoxischer T-Zellen und es induziert eine verstarkte
Proliferation hamatopoetischer Stammzellen'®.

Tumornekrosefaktor o (TNFa) ist neben der Abwehr mikrobieller Infektionen
auch an der Verhinderung unkontrollierten Tumorwachstums beteiligt*®. Er fiihrt
zur lokalen Blutgerinnung und verhindert damit, dass Erreger aus dem
Infektionsgebiet in den systemischen Blutkreislauf eingeschwemmt werden.
Durch gesteigerte Gefallpermeabilitat steht genligend extravasale Flussigkeit
fur den Abtransport der Pathogene Uber das Lymphsystem zur Verfligung.
Gelangen dennoch Keime in den Blutkreislauf, so ist TNFoa aufgrund der
beschriebenen Effekte maligeblich an der Auslésung eines septischen Schocks
beteiligt*®.

Ein weiteres wichtiges pro-inflammatorisches Cytokin ist MCP-1 (monocyte
chemotactic protein 1), das die Einwanderung von Monozyten und deren
Differenzierung zu Makrophagen fordert. Gebildet wird es Uberwiegend von
eben diesen beiden Zelltypen sowie von Dendritischen Zellen®®.
Anti-inflammatorische Cytokine fuhren dagegen durch Aktivierung von B-Zellen
verstarkt zur Antikorperbildung.

Bei Cytokinen, die sowohl Aufgaben der einen, als auch der andere Gruppe

ubernehmen (z.B. IL-6) ist eine genaue Gruppen-Zuordnung nicht moglich.
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1.3 Antigenprasentierende Zellen

Das menschliche Immunsystem besitzt dreierlei Zelltypen, die zur Phagozytose
befihigt sind*®. Dies sind die Monozyten / Makrophagen, wobei die
Makrophagen die ins Gewebe eingewanderte gereifte Form der Monozyten
darstellen, die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowie die
Dendritischen Zellen. Abgesehen von den Granulozyten sind diese auch zur
Antigenprasentation befahigt, wobei es sich bei den Dendritischen Zellen,
genauer bei den reifen DCs, um die effektivsten Vertreter der Gruppe der
antigenprasentierenden Zellen handelt’®. Neueste Studien erwagen jedoch,
sowohl den neutrophilen, als auch den eosinophilen Granulozyten ebenfalls

antigenprasentierende Potenz zuzusprechen®'"?.

1.3.1 Monozyten

Monozyten zirkulieren nach ihrer Ausschwemmung aus dem blutbildenden
Knochenmark fiir ca. zwei bis drei Tage im Blut™, bevor sie das BlutgefaR via
Leukodiapedese verlassen und ins Gewebe einwandern. Dort differenzieren sie
zu Gewebsmakrophagen und zu unreifen Dendritischen Zellen.

Gesteuert werden Monozyten sowohl bei ihrer Migration ins Gewebe als auch
bei ihrer Differenzierung zu Makrophagen oder Dendritischen Zellen durch
Cytokine bzw. Chemokine. Zu den auf Monozyten chemotaktisch wirkenden
Entzindungsmediatoren gehort beispielsweise der von mehreren Immunzellen
freigesetzte TNFo. Bei der Differenzierung spielt der Granulozyten-
Makrophagen-koloniestimulierende Faktor (GM-CSF) eine wichtige Rolle, wobei
das Vorhandensein von Interleukin 4, durch T-Helferzellen sezerniert, die
Makrophagen-Aktivierung verhindert und so die Bildung von Dendritischen
Zellen bewirkt*®.

Obwohl es sich bei Monozyten um Vorlauferzellen der eigentlichen Effektorzelle

Makrophage handelt, exprimieren sie neben den Cytokin-Rezeptoren noch eine
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Vielzahl weiterer Oberflachenrezeptoren, wodurch sie selbst als agierende
Immunzellen auftreten.

Dazu zahlen endozytierende PRRs, die die Phagozytose von Pathogenen
ermoglichen oder Scavenger-Rezeptoren, die anionische Polymere und
acetylierte Lipoproteine erkennen®®. Die Tatsache, dass Monozyten auch MHC-
Molekile der Klasse Il besitzen, erlaubt ihnen neben der Aufnahme auch die
Prasentation von Antigenen.

Signaltransferierende PRRs wie TLR4 erkennen zusammen mit Co-Rezeptoren
im Blut zirkulierende Antigene, wodurch die Freisetzung von Cytokinen durch
Monozyten induziert wird.

Wichtiger Vertreter dieser Co-Rezeptoren oder Rezeptorproteine ist der
monozytenspezifische Oberflachenmarker CD14, der bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) bindet*®.

Wahrend der Differenzierung zu Dendritischen Zellen verandert sich das

exprimierte Rezeptormuster auf der Zelloberflache ',

1.3.2 Dendritische Zellen

Bereits 1868 beschrieb Paul Langerhans die spater nach ihm benannten
Langerhans-Zellen der Haut, die zu den Dendritischen Zellen gehoren. Er
ordnete sie allerdings noch dem Nervensystem zu. Erst 1973 wurden die
Dendritischen Zellen (DCs) in ihrer Funktion von Steinman und Cohn entdeckt.
Seither wurden immer mehr detaillierte Informationen Uber die wichtigsten
antigenprasentierenden Zellen (APCs) unseres Immunsystems erforscht*®.
Neben der Aufnahme und Prozessierung von Antigenen Ubernehmen sie durch
die Sekretion von Cytokinen und die Stimulation oder Toleranz von B- und T-
Lymphozyten wichtige kontrollierende Aufgaben im Ablauf der menschlichen
Immunitat®.

Unreife Dendritische Zellen (iDCs) befinden sich unterhalb der meisten
Oberflachenepithelien sowie in den meisten massiven Organen wie Herz oder
Niere. Sie sind in der Lage, Antigene zu erkennen und durch Phagozytose,

Makropinozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose aufzunehmen. IDCs
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verfugen jedoch noch nicht Uber costimulierende Molekile und besitzen nur
wenige MHC-Molekile, sodass sie zur Stimulation von Lymphozyten noch nicht
befahigt sind*®. Hierzu bedarf es zuerst der Reifung der iDCs, die durch den
Antigenkontakt induziert und durch verschiedenste Faktoren beeinflusst wird.
Wahrend Bakterien oder bakterielle Muster wie LPS sowie pro-inflammatorische
Cytokine wie TNFa, IL-1 und GM-CSF alle die DC-Reifung stimulieren, wirken
anti-inflammatorische Cytokine wie IL-10 inhibitorisch'’. Von Rezeptoren der
iDCs erkannte Pathogene konnen eine Signalkaskade in der Zelle auslosen, an
deren Ende die Sekretion von Cytokinen steht, die autokrin wirken und die
Reifung zu reifen Dendritischen Zellen (mDCs) initiieren. Beispiel hierfur ist die
Erkennung von LPS aus der Bakterienwand gramnegativer Bakterien durch
TLR4, die daraus resultierende Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB und
letztlich die Sekretion von TNFa*®.

Nach ihrer Reifung und Wanderung in regionare Lymphknoten verlieren die
DCs ihre Fahigkeit der Antigen-Phagozytose und —Prozessierung. Stattdessen
synthetisieren sie nun in groRen Mengen langlebige MHC-Molekule und kdnnen
so dauerhaft Antigene prasentieren. Die MHC-Expression ist dabei zehn bis
einhundert Mal héher als in anderen APCs wie z.B. Monozyten**. Des weiteren
werden Costimulations-Molekule wie B7 und Adhasionsmolekule wie ICAM-1
oder -2 exprimiert, die nun den mDCs die Interaktion mit Lymphozyten
erlauben.

Hat sich ein Erreger im Laufe der Evolution so verandert, dass er von den
mustererkennenden Rezeptoren der Phagozyten nicht mehr identifiziert werden
kann, so ist es den Dendritischen Zellen vorbehalten, eine Immunreaktion
gegen diesen Keim einzuleiten. Durch Makropinocytose wird der Erreger
rezeptorunabhangig aufgenommen und intrazellular abgebaut. Dabei werden
Strukturen frei, die zur Aktivierung und Reifung der Dendritischen Zelle flhren.
Als Beispiel hierfur sei bakterielle unmethylierte CpG-DNA genannt, die erst
nach der Verdauung des Bakteriums zugéanglich wird und von intrazellularem
Toll-like-Rezeptor 9 erkannt wird. Es wird wiederum eine Signalkaskade

ausgeldst, die zur Sekretion von Interleukinen und Interferonen fihrt. Diese

16



Einleitung

bewirken die Expression costimulierender Molekule und ermdglichen so die
Stimulation der T-Zellantwort*.

Dendritische Zellen konnen somit als die wichtigsten antigenprasentierenden
Zellen bezeichnet werden. Sie bilden die entscheidendste Bricke zwischen der

angeborenen und der adaptiven Immunitat.

< ¥
- {
' F Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme

5 ’ Dendritischer Zellen'"?

1.4 Toll-like-Rezeptoren

Wie bereits unter 1.1.1 erwahnt besitzt das angeborene Immunsystem zur
Erkennung von Pathogenen keimbahncodierte Rezeptoren. Toll-like-
Rezeptoren bilden eine Familie, die zur Gruppe der signaltransferierenden

pattern recognition receptors (PRRs) gehort.

Erstmals wurde der Toll-Rezeptor 1985 in der Taufliege Drosophila
melanogaster entdeckt. Anderson et. al. zeigten, dass er wahrend der
Embryogenese bei der Festlegung der dorsoventralen Achse eine Rolle spielt®.
Spater wurde festgestellt, dass der Signalweg des Toll-Rezeptors bei
Drosophila ebenso in der Aktivierung von NFkB mundet wie der IL1-Rezeptor-
Signalweg bei Saugern'. Man vermutete daher, dass der Toll-Rezeptor-
vermittelte Signalweg an der Regulation der Immunantwort beteiligt ist. So
zeigten beispielsweise Lemaitre et al. 1996, dass Toll-Rezeptor-defiziente
Fliegen nicht in der Lage sind, eine effektive Immunantwort gegen Aspergillus
fumigatus einzuleiten®®. Weitergehende Forschungen ergaben, dass die

cytoplasmatische Domane des Drosophila Toll-Rezeptors und die des IL1-
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Rezeptors tatsachlich sehr stark konserviert sind. Man bezeichnet sie als Toll/
IL1Rezeptor Doméane (TIR-Domane)®. Der extrazelluldre Anteil beider
Rezeptoren unterscheidet sich dahingehend, dass er beim Toll-Rezeptor aus
Leucin-reichen Wiederholungen (leucin rich repeats=LRRs) und beim IL1-
Rezeptor aus drei immunglobulindhnlichen Domanen besteht. Die LRR-
Domanen bestehen aus unterschiedlich vielen, jeweils 24-29 AS langen
Wiederholungen und es wird angenommen, dass sie direkt an der Erkennung

von Pathogenen beteiligt sind”'%.

IL-1R TLR

Ig-like LRRs

omain

Box 1 [

A
{ \

[ | Box 2 f

C—
TIR domain
Box 3 \@/ Abb. 2: Vergleich Toll-like-Rezeptor/

IL1-Rezeptor’

1997 waren es Medzhitov et al., die als erste einen dem Toll-Rezeptor von
Drosophila melanogaster homologen Rezeptor beim Menschen entdeckten. Er
wurde spéater als Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) bezeichnet®.

Nach und nach wurden weitere humane, der Familie der Drosophila-Toll- und
der IL1-Rezeptoren homologe Toll-like Rezeptoren gefunden, die alle als
transmembrane Proteine mit extrazellulérer leucinreicher Doméne imponieren'®.
Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnten beim Menschen elf verschiedene Toll-like-
Rezeptoren beschrieben werden?. Einige wie z.B. TLR1, TLR6 und TLR10 sind
auf der Zelloberflache exprimiert, andere kommen endosomal vor. Zu Letzteren

gehoren die Toll-like-Rezeptoren 3, 7, 8 und 9, die an der Erkennung von
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Nukleinsauren nach Phagozytose und intrazellularer Zerlegung von

Krankheitserregern beteiligt sind®2>+%4,

Die chromosomale Lage der Gene, die fur die TLRs codieren, ist inzwischen
bis auf die von TLR11 identifiziert. So befindet sich der genetische Locus von
TLR 1, 6 und 10 auf Chromosom 4p14 ®>%°_ Auf 4932 und 4g35 liegen die Gene
fir TLR2 und TLRS3, auf 9932-33 bzw. 1933.3 die fur TLR4 und TLRS5. Die Gene
fur TLR7 und 8 wurden auf dem X-Chromosom an Position p22 lokalisiert, das
fur TLR9 konnte der Position p21.3 von Chromosom 3 zugeschrieben

werden 9?4,

Die Entdeckung von Antikdrpern und T-Zell-Rezeptoren war auf dem Gebiet der
erworbenen Immunitat von bahnbrechender Bedeutung. Das neu gewonnene
Verstandnis Uber die Pathogenerkennung im Bereich des angeborenen
Immunsystems durch Toll-like-Rezeptoren kann ebenso hoch eingestuft

werden.

1.4.1 Liganden der Toll-like-Rezeptoren

Bei der Vorstellung der PAMPs-erkennenden PRRs (siehe 1.1.1) geht man
davon aus, dass bestimmte Molekulmuster von Krankheitserregern durch einen
bestimmten keimbahncodierten Rezeptor erkannt werden. Diese These der
molekularen Spezifitat konnte fur die Toll-like-Rezeptoren bestatigt
werden®”81991%%  Dje natiirlichen Liganden sind inzwischen fiir fast alle TLRs

ermittelt worden.

Bei manchen TLRs ist fur die Erkennung von PAMPs das Vorhandensein
weiterer Co-Rezeptoren oder Bindungs-Molekule erforderlich. Am besten
erforscht ist dabei die Interaktion zwischen TLR4 und Lipopolysaccharid (LPS)
gramnegativer Bakterien. LPS bindet an ein im Serum vorkommendes LPS-
bindendes Protein (LBP), vom Komplex aus LPS und LBP wird LPS auf den
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membranstandigen Co-Rezeptor CD14 Ubertragen. Erst die Einheit aus CD14
und LPS aktiviert den Toll-like-Rezeptor 4 “3*°.

Tab. 1: Liganden der bis heute identifizierten Toll-like Rezeptoren

(verandert nach Akira et. al.?)

Rezeptor Ligand Herkunft des Liganden

TLR1 |6sliche Faktoren Neisseria meningitidis
Triacyl-Lipopeptid Bakterien und Mykobakterien

TLR2 Peptidoglykan grampositive Bakterien
Lipoteichonsaure grampositive Bakterien

Lipoproteine/ Lipopeptide |verschiedene Pathogene
Glykolipide Treponema maltophilum
atypisches LPS Leptospira interrogans,

Porphyromonas gingivalis

Zymosan Pilze
TLR3 doppelstrangige RNA Viren
TLR4 LPS gramnegative Bakterien
Fusionsproteine Respiratorisches Syncytialvirus (RSV)
Taxole Pflanzen
Hullproteine Maus-Mammatumor-Virus (MMTV)
TLR5 Flagellin Bakterien
TLR6 Lipoteichonsaure grampositive Bakterien
Diacyl-Lipopeptid Mycoplasmen
Zymosan Pilze
TLR7 einzelstrangige RNA Viren
Imidazole synthetische Herkunft
Loxoribine synthetische Herkunft
TLR8 einzelstrangige RNA Viren
Imidazole synthetische Herkunft
TLR9 CpG-DNA Bakterien und Viren

TLR10 nicht bekannt
TLR11 nicht bekannt
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1.4.2 Signaltransduktion nach TLR-Aktivierung

Nachdem ein Ligand an einen Toll-like-Rezeptor gebunden hat, kommt es zur
Dimerisierung des Rezeptors und eine intrazellulare Signalkaskade wird in
Gang gesetzt?. MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88)
fungiert dabei als erstes Adaptermolekll. Es besitzt am C-terminalen Ende
ebenfalls eine TIR-Domane, Uber die es mit der cytoplasmatischen TIR-
Domiane des TLRs interagiert’. Am N-terminalen Ende des MyD88-Molekiils
befindet sich eine Protein-Protein-Wechselwirkungen vermittelnde Domane, die
Todesdomane (death domaine=DD) genannt wird, da sie zuerst bei an der
Apoptose beteiligten Proteinen beschrieben wurde*®.

Ist es zur Aktivierung von MyD88 durch die TIR-Domane des TLRs gekommen,
so interagiert es Uber seine Todesdomane mit einer ebenfalls eine
Todesdomane tragenden Serin/Threonin-Kinase, genauer mit IRAK4 (/L1-
receptor associated kinase 4). Die so induzierte Phosphorylierung von IRAK4
fuhrt zur Stimulation und somit zur Autophosphorylierung von IRAK1, einem
weiteren Mitglied der IRAK-Familie, zu der neben den bereits genannten noch
IRAK2 und IRAK-M gehéren®®. Als Folge der Autophosphorylierung kann sich
nun das Adaptermolekil TRAF6 (tumor necrosis factor receptor associated
factor 6) an IRAK1 anlagern.

Bei den sechs bekannten Vertretern der TRAF-Familie handelt es sich um
konservierte Adaptermolekiile’®, wobei TRAF6 als solches sowohl im Signalweg
der TNF-Rezeptor-Superfamilie als auch in dem der TLR/IL1-Rezeptoren
auftritt?.

Die Einheit aus IRAK1 und TRAF6 dissoziiert nun vom cytoplasmatischen Teil
des TLRs und interagiert mit dem an der Plasmamembran gelegenen Komplex
aus TAK1 (transforming growth factor beta activated kinase 1) und TABs
(TAK1-binding proteins). TAK1 gehort zu den mitogenen aktivierenden
Proteinkinase-Kinase-Kinasen (MAPKKK)'? und ist von entscheidender
Bedeutung bei der IL1/LPS- und TNF-induzierten Aktivierung von NFxB'?'. Bei
TABs handelt es sich um Aktivierungs- bzw. Adapterproteine von TAK1%41%.

Nach der Phosphorylierung von TAK1 16st sich dieses nun zusammen mit
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TRAF6 endgultig von der Plasmamembran und verlagert sich ins Zytoplasma,
um dort Uber IKKs (/xB-kinase-complex) den Abbau von IkB einzuleiten. Da es
sich bei IkB um einen Inhibitor von NFxB handelt ist dieser Schritt
gleichbedeutend mit der Aktivierung von NFxB?. Dieses dringt in den Zellkern
ein und steuert dort als Transkriptionsfaktor die Expression von fur an der
Immunantwort beteiligte Stoffe codierenden Genen.

Soweit bisher bekannt erfolgt die Signalvermittlung bei den Toll-like-Rezeptoren
5 7, 8 und 9 ausschlieBlich Uber den bis hier beschriebenen MyD88-
abhangigen und zur Aktivierung von NF«B fiihrenden Signalweg?.

Inzwischen wurden neben MyD88 noch weitere vier Adapterproteine entdeckt,
die bei der Signalibermittlung mancher TLRs alternativ oder erganzend zu
MyD88 genutzt werden?: Dies sind TRIF (Toll-receptor associated activator of
interferon), TIRAP (TIR-associated protein), TRAM (Toll-receptor associated
molecule) und SARM (sterile alpha and armadillo-motif-containing protein)®°, die

alle eine TIR-Domane tragen (siehe Abb. 3).

MyDes OO

@

TIRAP 4@—

TRIF AR Abb. 3: Familie der an den TLR-
Signalkaskaden beteiligten

TRAM Adapterproteine'®

SARM CAVHEAM @ (DD=death domain,

SAM-=sterile a-motif)

So erfolgt die SignalUbertragung bei TLR2 nach Bildung eines Heterodimers mit
entweder TLR1 oder TLR6 (iber TIRAP*'. TLR4 bendtigt beim oben
beschriebenen MyD88-abhangigen Pfad dieses TIRAP als zusatzliches zweites
Adapterprotein®’. AuRerdem ist fiir TLR4 noch ein MyD88-unabhangiger,
ebenfalls in der NFxB-Liberation resultierender Signalweg aufgedeckt worden,
bei dem TRAM eine Rolle spielt®®'?!,
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Des Weiteren kann die Erkennung von Pathogenen durch TLRs nicht nur in
einer NFkB-Aktivierung resultieren, sondern auch zur Phosphorylierung von
IRF3 (interferon regulatory factor 3) und damit Uber den IRF3-Signalweg zur
Freisetzung von Interferon-a. und -p filhren?. Dieser Weg der Signaliibertragung
ist bis jetzt fur TLR3 sowie zusatzlich zu den oben bereits beschriebenen
Wegen auch fiir TLR4 beschrieben worden®. Das dabei zum Einsatz
kommende Adaptermolekiil ist TRIF?S,

SARM st in Verbindung mit TLRs beschrieben worden, seine genaue

Bedeutung und Funktion ist allerdings noch ungeklart.

TLRE /S TLRIE TLR2 CDMI] ‘ . TLR4 TLR3

%
6)-

Muclear
membrane

MF-kB-binding rootit

Abb. 4: Signalwege der ToII-Iike-Rezeptoren2
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1.4.3 Negative Regulation der TLR-Signaltransduktion

Am Ende des TLR-Signalweges steht die Freisetzung von NFxB, das durch
Hochregulation von Genen zur vermehrten Produktion pro-inflammatorischer
Cytokine fuhrt. Werden diese in gro3en Mengen freigesetzt, so kdnnen sie
ernsthafte systemische Funktionsstorungen, die mit einer hohen Mortalitatsrate
verbunden sind, ausldsen. Der TLR4-Ligand LPS kann beispielsweise einen
schweren endotoxischen Schock hervorrufen. Um das Risiko einer solchen
uberschieffenden Reaktion zu minimieren, existieren die TLR-vermittelte
Immunantwort regulierende Mechanismen.

Zu den negativ regulierenden Proteinen gehort IRAK-M, dessen Expression auf
Makrophagen und Monozyten beschrankt ist. Biochemische Analysen haben
ergeben, dass IRAK-M, das keine Kinase-Aktivitat besitzt*’, die Formierung des
IRAK1-TRAF6-Komplexes verhindert®?.

Ein weiteres solches Protein stellt SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1)
dar. Es gehoért zur Familie der SOCS-Proteine, die durch Cytokine induziert
werden und Cytokin-Signalwege negativ regulieren'?. SOCS1 interagiert mit
IRAK1, der genaue Wirkmechanismus ist jedoch noch unklar’®. Dass es sich
mit Sicherheit um einen TLR-Signalmodulator handelt, konnte anhand von
SOCS1-Knockout-Mausen nachgewiesen werden, die eine verstarkte
Anfalligkeit beziiglich eines LPS-induzierten endotoxischen Schocks zeigten®.
Eine splice-Variante von MyD88, MyD88s genannt, ist ebenfalls an der
negativen Signalregulation beteiligt. MyD88s ist nicht in der Lage, an IRAK4 zu
binden, IRAK1 wird nicht phosphoryliert und somit bricht die Signalkaskade an
dieser Stelle ab™®.

Zusatzlich zu den genannten cytoplasmatischen Molekulen existieren noch
membrangebundene, eine TIR-Domane enthaltende Regulatoren wie SIGIRR
(single immunoglobulin IL1-receptor related molecule) oder ST2. Die negativ
regulierende Wirkung dieser beiden Proteine wurde erst vor Kurzem entdeckt
und soll bei SIGIRR auf der kurzzeitigen Wechselwirkung mit IRAK1 und
TRAF6 beruhen'®. Fir ST2 wird eine Interaktion mit MyD88 und TIRAP

angenommen®.
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1.4.4 TLR-Expression

Nicht jeder Zelltyp exprimiert TLRs in gleichem Male, oder anders gesagt, nicht
jeder TLR kommt bei jeder Zelle vor'?. So lassen sich die Toll-like-Rezeptoren
grob in drei Gruppen einteilen: Die mehr oder minder ubiquitar, die
eingeschrankt nur bei bestimmten Zelltypen und die ausschliel3lich auf ganz
speziellen Zellen vorkommenden TLRs’®. Besonders hoch ist die TLR-Vielfalt
und -Expressionsdichte auf Zellen des mononuklearen phagozytaren Systems.
Zu den bei fast jeder menschlichen Zelle nachzuweisenden TLRs gehort
TLR1™. Zur zweiten Kategorie gehéren TLR 2 und TLR 4-10, die besonders
von Monozyten, DCs, T- und B-Lymphozyten und Natlrlichen Killerzellen
exprimiert werden®"’*. Das Vorkommen von TLR3 ist auf DCs und Natirliche

Killerzellen beschrankt. TLR3 ist somit der letzten Gruppe zuzuordnen**",

Wahrend der Differenzierung einer Zelle kann das exprimierte TLR-Muster sich
ebenso verandern wie nach der Reifung bzw. nach Antigenkontakt. Stimuli wie
Cytokine nehmen darauf weiteren Einfluss.

TLR3 ist beispielsweise erst nach der Differenzierung zu DCs, nicht aber bei
Vorlaufer-Monozyten nachweisbar. Als eine typische Reaktion auf
Antigenkontakt sei die durch LPS bewirkte Hochregulation der Anzahl an TLR2
genannt’®. Neben LPS fiihren auch die Cytokine IL-2, IL-15 oder TNFa zur
gesteigerten TLR2-Expression®®.

Unabhangig von diesen Regulationsmechanismen nimmt die Zahl der TLRs mit
dem Altern des Organismus generell ab. Hierin kann man eine Ursache flr die

gesteigerte Infektanfalligkeit dlterer Menschen vermuten®’.
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1.5 Bakterien

Eine bakterielle Besiedlung stellt fir den Menschen unter normalen Umstanden
keine Gefahrdung dar, solange sie sich auf mit der Umwelt in Kontakt stehende
Kompartimente begrenzt. Dringen allerdings Bakterien ins weitestgehend
,sterile Innere” unseres Korpers ein, dann verursachen sie ein weites Spektrum

an Infektionskrankheiten'”.

1.5.1 Lipopolysaccharid

Die Zellwand gramnegativer Bakterien enthalt im Gegensatz zu der
grampositiver eine aus Lipopolysacchariden (LPS) aufgebaute Schicht. Solange
diese Moleklle, von denen eine einzelne E. coli-Zelle ungefahr die Anzahl von
3,5 x 10° enthalt® in der Zellwand eingebaut sind, sind sie fiir das
Immunsystem noch nicht zuganglich. Erst bei der Vermehrung, beim Absterben
oder bei der Lyse des Bakteriums wird LPS frei®*. Verschiedene endogene
Faktoren wie Komplement konnen den Aufschluss des Bakteriums und damit
die LPS-Freisetzung ebenso verursachen wie einige antimikrobielle
Therapeutika®'. Dann stellt LPS das stirkste pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMP) gramnegativer Keime dar'®. Es wirkt als extrem aktives
exogenes Pyrogen und kann einen gefurchteten, lebensbedrohlichen
endotoxischen Schock ausldsen.

Das LPS-Molekdl ist aus zwei Einheiten aufgebaut. Die erste und wichtigste ist
Lipid A, das aus sechs oder mehr, an zwei phosphorylierte Glucosamine
gebundenen Fettsauren besteht. Experimente mit synthetischem Lipid A haben
ergeben, dass dieser Teil des LPS-Moleklls den immunologisch relevanten

darstellt>®

. Der zweite Teil ist eine Polysaccharid-Kette, die sich wiederum in
einen Kernteil (core) und eine O-Antigen (Oligosaccharid-Antigen) genannte
Oligosaccharid-Kette gliedert. Der Kernteil ist fur ganze Gruppen von Bakterien
spezifisch, wahrend die O-Kette von Spezies zu Spezies und von Stamm zu

Stamm stark variiert'%’.
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1.6 Schimmelpilze

Im Bereich der Flora und Fauna nehmen Pilze eine Sonderstellung ein.
Aufgrund fehlender Pigmente sind sie nicht zur Photosynthese befahigt und
sind deshalb auf organisch gebundenen Kohlenstoff angewiesen. Zusammen
mit Bakterien sind sie durch Spaltung niedermolekularer Verbindungen am
Erhalt der Fruchtbarkeit des Bodens beteiligt. Wegen des Besitzes eines echten
Zellkerns werden Pilze den Eukaryonten zugeschrieben.

Bei den Pilzen wird generell zwischen einzelligen Hefepilzen und vielzelligen

Faden- oder Schimmelpilzen unterschieden.

In der Wachstumsphase eines Schimmelpilzes keimen zunachst avitale Sporen
zu Hyphen aus, das sind farblose, fadenformige Zellen, die lediglich 2-10 um
messen. Durch Septen konnen die Hyphen in einzelne Zellen gegliedert sein,
sie konnen jedoch auch unseptiert vorkommen. Anschlieend wachsen und
verzweigen sich die Hyphen und es entsteht ein Geflecht aus Pilzfaden, das
sogenannte Mycel.

Die Bildung der nicht vegetativen Zellen, der Sporen, kann sowohl auf
sexuellem (z.B. Ascosporen) als auch auf asexuellem Weg (z.B. Konidiosporen)
erfolgen. Fur die Verbreitung der Schimmelpilze sind allerdings grof3tenteils die
asexuellen Konidiosporen, die durch Abschnurung aus konidiogenen Zellen
(Phialiden) am Ende einer Hyphe entstehen, verantwortlich. Sporen sind extrem
widerstandsfahig und keimen erst unter fur sie  gunstigen
Umgebungsbedingungen aus. Da Schimmelpilze aber eher anspruchslos sind,
umfassen diese gunstigen Bedingungen eine groRRe Spannbreite. Dies gilt
sowohl fur den Temperaturbereich und den pH-Wert als auch fur die Quelle der
Kohlenstoffverbindungen. Aus diesem Grund sind Schimmelpilze ubiquitar
verbreitet®.

Als opportunistische Erreger, Mykotoxinbildner und Allergene erlangen sie

humanpathogene Relevanz*.
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1.6.1 Aspergillus fumigatus

Die Gattung der Aspergillen umfasst mehr als 200 Arten*®, von denen aber nur
wenige humanmedizinisch relevant sind. Aspergillus fumigatus ist dabei fur ca.
90% der menschlichen Aspergillosen verantwortlich®.

Es handelt sich um einen aulerordentlich verbreitet vorkommenden
thermotoleranten Pilz mit einem Wachstumsoptimum bei 37 - 43°C. Meist
wachst er saprophytisch dort, wo Biomasse zersetzt wird. So kann die

Schimmelpilzflora in Bioabfallen bis zu 80% aus lz!

A. fumigatus bestehen. In Blumenerde von
Zimmerpflanzen konnte der Pilz in zwei von drei
Fallen nachgewiesen werden®. Dies ist der
Grund, weshalb Topfpflanzen in vielen
Krankenhausern, vor allem aber in Zimmern

immungeschwachter Patienten, verboten sind®°.

Abb. 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme von

Aspergillus fumigatus'"?

Seine Fortpflanzung erfolgt asexuell durch Konidiosporen, die mit ihrer Grolze
von ca. 2 — 3 um verhaltnismaRig klein ausfallen. Darin kann neben der Bildung
von Endotoxinen der Grund flr die im Vergleich zu anderen Aspergillus-Arten
gesteigerte Humanpathogenitit liegen?’.

Durch das ubiquitare Vorkommen ist der Mensch standig im Kontakt mit A.
fumigatus-Konidiosporen.  Bei  unbeeintrachtigter =~ Abwehrlage  werden
eingeatmete oder Uber kleine Haut-/ Schleimhautdefekte internalisierte Sporen
durch das angeborene Immunsystem zuverlassig eliminiert. Bei
Immunsupprimierten (z.B. Leukamie-Patienten in der Aplasie,
Knochenmarkstransplantierte) oder bei Patienten mit vorgeschadigten
Atemorganen (z.B. Tuberkulose, chronische Bronchitis) kommt es dagegen

haufig zum Aspergillus-Befall der Lunge. Aufgrund ihrer geringen GroRe
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dringen die Sporen bis in die Alveolen vor und keimen dort zu einem Mycel aus.
Das so entstehende, mehrere cm grol3 werdende Aspergillom bleibt oft lange
Zeit asymptomatisch und imponiert als Zufallsbefund in der Rontgen-Thorax-
Aufnahme. Es kann sich auch, besonders bei bestehender Granulozytopenie,
eine Aspergillus-Pneumonie, also ein diffuser Lungenbefall ausbilden®.

Lebensgefahrlich wird eine Aspergillus-Infektion dann, wenn es zur invasiven
Aspergillose, also einer systemischen Ausbreitung kommt®’. Meist von
pulmonalen Herden ausgehend erfolgt die Streuung in andere Organsysteme,
wobei der Befall des zentralen Nervensystems die geflrchtetste Variante

darstellt®?

. Die Haufigkeit der invasiven Aspergillose hat in den letzten Jahren
stetig zugenommen®®®?, doch sind die Behandlungsmethoden nach wie vor
beschrankt. Die Erforschung des genauen Ablaufs der Interaktion von
Aspergillus fumigatus und dem Immunsystem koénnte die Grundlage der

Entwicklung zuklnftiger Behandlungsmethoden darstellen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Auch heute noch stellen Infektionskrankheiten fir den Menschen die grofdte
gesundheitliche Gefahr dar. Weltweit ist jeder dritte Todesfall darauf
zuriickzufiihren®. In den westlichen Industrieldndern ist zwar die Zahl der an
klassischen Infektionskrankheiten verstorbenen Menschen in den letzten 100
bis 200 Jahren deutlich zuriickgegangen''®, jedoch stellen Pilze als Erreger von
meist opportunistischen Infektionen insbesondere bei immunsupprimierten
Patienten ein steigendes Risiko dar®’.

So ist es nach wie vor von eminenter Wichtigkeit, durch anhaltende Forschung
detailliertere Informationen tber den Ablauf einer Immunantwort zu gewinnen.
Seit langerer Zeit ist bekannt, dass Lipopolysaccharid, ein Bestandteil der
Zellwand gramnegativer Bakterien, vom angeborenen Immunsystem uber Toll-
like-Rezeptor 4 in Zusammenspiel mit Co-Rezeptoren erkannt wird*>"°. Im
ersten Teil der Arbeit sollte deshalb die Regulation der Expression dieser LPS-

bindenden Rezeptoren nach Stimulation mit LPS auf mRNA-Ebene analysiert
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werden. Es interessierte, ob sich dabei Unterschiede zwischen verschiedenen
Zelltypen aufzeigen lassen.

Nachdem so Erkenntnisse Uber die TLR-Regulation bei Dendritischen Zellen
gewonnen werden konnten, wurde im zweiten Teil der Arbeit die Interaktion von
Aspergillus fumigatus-Konidien mit DCs betrachtet. Obwohl in den letzten
Jahren Uber die Beteiligung von TLR2 und TLR4 an der Erkennung dieser

Pathogene berichtet wurde'*""""®

, sind in diesem Zusammenhang noch keine
Informationen Uber die Expressionsregulation der Toll-like-Rezeptoren in der
Literatur verfugbar. Neben der Expressionsanalyse der fir TLRs codierenden
Gene wurde zusatzlich die Expression pro-inflammatorischer Substanzen
untersucht. Durch Vergleich mit den Ergebnissen der LPS-Stimulation sollten
Ruckschlusse auf die Beteiligung verschiedener TLRs an der Konidien-Bindung

gezogen werden kénnen.
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2. Materialien

2.1 Gerate

Brutschrank
Gel-Kammer
Gel-Scanner
Heizblock

Kamera (Gelfotografie)

Magnetic cell seperators

Mikroskope

PCR-Gerat

Photometer

Pipetten

(10ul, 100 wl, 1000 wl)
Pipettierhilfe
Realtime-PCR-Gerat
Sterilbanke

Vortexer
Wasserbad

Zentrifugen

Modellbezeichnung

Heraeus BBD 6220
HORIZON 11 14
ImageMaster
Thermomixer 5437
Axiocam
MiniMACS
MidiMACS
Laborlux S

Diavert
,GeneAmp*

PCR System 2400
Bio Photometer

Preference

Hirschmann

Hersteller

Kendro Lab. Products
BRL, Life Technology
Pharmacia Biotech
Eppendorf

Zeiss

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Leitz

Leitz

Perkin Elmer

Eppendorf
Eppendorf

Neolab

LightCycler™ Instrument Roche GmbH

Hera safe

Lamin Air HBB 2448
MS1 Minishaker
Memmert WB7
Centrifuge 5415R
Biofuge 13
Multifuge 3 S-R
Cytospin 3

LC Carousel Centrifuge
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Kendro, Lab. Products
Kendro, Lab. Products
IKA Works Inc.
Memmert GmbH
Eppendorf

Kendro, Lab. Products
Kendro, Lab. Products
Shandon

Roche GmbH
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2.2 VVerbrauchsmaterialien

Kavetten

Kryo-Tubes
LightCycler-Kapillaren
Separation Columns
Pipetten
Pipettenspitzen

Plates

Reaktionsgefalle

Zellkulturbeutel

Zellkulturflaschen

2.3 Reaktionskits

Bezeichnung/Grél3e

UVette 10/2 mm
1,5ml
20yl

5mi/ 10ml/ 25ml

10pl/ 100w/ 1000ul

24 well/ 96 well

6 well

0,5ml/ 1,5 ml/ 2ml Tubes
15ml/ 50 ml Tubes
Vuelife™-Culture-Bags
2ml

175ml

AMV1st strand cDNA Synthesis Kit
LightCycler Kit (LightCycler FastStart DNA
Master Hybridization Probes)

MinElute PCR-Purification Kit

PCR Master Mix
QIlAshredder
Rneasy Mini Kit
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Hersteller

Eppendorf

GreinerMACS MS" Biotec
Roche GmbH

Miltenyi Biotec

Becton Dickinson
Biozym, Diagnostic GmbH
Greiner

BD/ Falcon

Eppendorf

Falcon, Becton Dickinson
Cell Genix

Corning Incorporated

Hersteller

Roche GmbH
Roche GmbH

QIAGEN
Roche GmbH
QIAGEN
QIAGEN
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2.4 Reagenzien

Agarose

Ampuwa — steriles Wasser
CD14-Microbeads

DNA-Ladder

DMSO (Dimethylsulfoxid) 99,5%
EDTA 0,5 M (pH 8)

Ethanol 100%

FCS

FICOLL

Gel loading buffer

Gelstar

Gentamicinsulfat (Refobacin® 80 mg)

GM-CSF

HBSS Hanks' Balanced Salt (1x)
Interleukin 4

LightCycler™ Primer
LightCycler™ Sonden

LPS

B-Mercaptoethanol

RPMI 1640 Medium (+ Glutamaxx)

TAE-Puffer (10x)
Trypanblau 0,4%
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Hersteller

SIGMA

Fresenius

Miltenyi Biotec
Invitrogen GmbH
SIGMA

Bio Whittaker

Merck

SIGMA Cell Culture
Biochrom KG

Invitrogen GmbH
Biozym Diagnostik GmbH
Merck

Novartis

GIBCO, Invitrogen Corp.
R&D Systems

Tib Molbiol

Tib Molbiol

SIGMA

SIGMA

GIBCO, Invitrogen Corp.
Life Technologies
GIBCO, Invitrogen Corp.
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3. Methoden

3.1 Zellkulturelle Methoden

3.1.1 Isolierung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs)

Zur Gewinnung menschlicher peripherer mononuklearer Blutzellen (peripheral
blood mononuclear cells=PBMCs) wurden sogenannte ,buffy coats“ von der
transfusionsmedizinischen  Abteilung der  Universitatsklinik  Tldbingen
herangezogen. Hierbei handelt es sich quasi um ein Abfallprodukt, das bei der
Herstellung von Erythrozytenkonzentraten und Plasmapraparaten aus
Vollblutspenden durch Abzentrifugieren der Leukozyten entsteht. Aus diesem
Gemisch von PBMCs, Granulozyten, verbliebenen Erythrozyten, Thrombozyten
und toten Zellen werden dann mittels Dichtegradientenzentrifugation die
PBMCs isoliert.

Dazu wird der Inhalt eines buffy coats 1:2 verdinnt und vorsichtig Uber
FICOLL® geschichtet. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 2000 rpm ohne
Bremse haben sich die mononukledren Zellen in der Interphase zwischen
FICOLL® und Hanks-Medium / Plasma angesammelt, wahrend Granulozyten,
Erythrozyten und tote Zellen zu Boden gewandert sind. Die weniger dichten
Thrombozyten sind im Plasma verblieben. Diese Interphase wird vorsichtig
abpipettiert und anschlieRend zweimal gewaschen (nach Zugabe von Hanks-
Medium und Zentrifugation bei 1300 rpm fur 10 min bleibt das gereinigte
Zellpellet zurick). Die so erhaltenen PBMCs werden in Medium (Hanks mit
2mM EDTA und 1% FCS, im folgenden ,Waschpuffer® genannt) aufgenommen

und kénnen nun mittels Neubauer-Zahlkammer quantifiziert werden.

3.1.2 Zellquantifizierung mittels Neubauer-Zahlkammer

Bei der Zahlkammer handelt es sich um einen speziellen Objekttrager, auf

dessen Oberflache neun jeweils 1 mm? groRe Quadrate eingraviert sind. Die

34



Methoden

vier Eckquadrate sind wiederum in je 16 Kleinquadrate unterteilt. Das
angefeuchtete Deckglas wird so aufgelegt, dass ,Newtonringe® zu sehen sind.
Erscheint dieses Zeichen der Anziehung zwischen Objekttrager und Deckglas,
so ist die Tiefe der Zahlkammer korrekt auf 0,1mm eingestellt. Das Volumen
eines jeden der vier Eckquadrate betragt nun 1/10* ml.

Es werden 20 pul der Zellsuspension mit Hanks-Puffer 1:10 verdunnt, zusatzlich
erfolgt eine 1:2-Verdinnung durch Zugabe von Trypanblau. Trypanblau gehort
zu den Azofarbstoffen und wird hier zu Vitalitatsprifung eingesetzt, denn nicht
vitale Zellen nehmen im Gegensatz zu vitalen diesen Farbstoff auf. Somit
werden angefarbte Zellen bei der Zahlung ausgeschlossen.

Von der verdunnten und angefarbten Zellsuspension wird nun ein Tropfen an
den Rand des Deckglases gegeben, Kapillarkrafte saugen die Flussigkeit in die

Kammer.
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Abb. 6: Gitternetz einer Neubauer-Zahlkammer

Ausgezahlt werden zwei der vier groRen Eckquadrate, also jeweils 16
Kleinquadrate (rot markierter Bereich in Abb.6), aus beiden Zahlungen wird der
Durchschnitt gebildet. Die so erhaltene Zellzahl multipliziert mit 10* (es wurde
ein Volumen von 1/10* ml ausgezahlt) sowie multipliziert mit 20
(Berucksichtigung der beiden Verdunnungen von 1:10 und 1:2) ergibt die

Zellzahl pro ml.
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3.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Die isolierten PBMCs kénnen bei sehr tiefen Temperaturen tGber einen langen
Zeitraum aufbewahrt werden. Bis zu einer Lagerungszeit von zwei Jahren ist
eine Temperatur von -80°C ausreichend, sollen die Zellen langer gelagert
werden, so ist es empfehlenswert, flussigen Stickstoff (-196°C) zu
verwenden®'%. Hierfir werden die gewonnenen Zellen durch Zentrifugation
bei 1300 rpm von ihrem Medium getrennt und in gekuhltem fetalem
Kalberserum (FCS) aufgenommen (0,5 ml pro 1x10’ Zellen). Dieser
Zellsuspension wird nun das gleiche Volumen einer RPMI / 20% DMSO-L&sung
zugegeben. DMSO als Ldésungsmittel soll die Zerstorung der Zellmembran
durch Eiskristalle verhindern. Nach Aliquotierung in Kryotubes und kurzem
Abkuhlen auf Eis koénnen die Zellen nun im -80°C-Gefrierschrank bis zur

weiteren Verwendung eingelagert werden.

Zum Auftauen der Zellen wird die Zellsuspension im 37°C warmen Wasserbad

erwarmt und zweimal mit RPMI gewaschen.
3.1.4 Zellseparation mittels MACS®-System

Die Vielzahl verschiedener Zelltypen der Leukozyten kdonnen anhand ihrer
unterschiedlichen Oberflachenantigene, den sogenannten CD-Oberflachen-
markern (cluster of differentiation), unterschieden werden.

Im Falle der hier zu isolierenden Monozyten macht man sich zu Nutze, dass
diese im Gegensatz zu den anderen PBMCs CD14-positiv sind, das heil3t
CD14-Antigen auf ihrer Oberflache tragen. Gibt man also mit magnetischen
Partikeln bestiickte, gegen CD14 gerichtete monoklonale Antikérper (CD14-
Microbeads) zu einer PBMC-Zellsuspension und bringt diese Losung in das
magnetische Feld einer Trennsaule, so kdnnen CD14-Zellen von CD14-Zellen

getrennt werden. Die nicht gewunschten Zellen durchlaufen die Trennsaule, die
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Positivfraktion kann nach Entnahme aus dem Magnetfeld von der Saule eluiert
werden.

Hierzu wird die PBMC-Zellsuspension in der auf 4°C gekuhlten Zentrifuge fur 10
min bei 1300 rpm pelletiert, der Uberstand danach komplett abgenommen. Das
Pellet wird in 80 ul Waschpuffer pro 1x107 Zellen gelost. Fur die selbe Zellzahl
werden nun 20 ul CD14-Microbeads zugegeben, es folgt eine 15-minutige
Inkubation bei 8°C, wahrend der die Antikorper an die CD14- positiven Zellen
binden. AnschlieRend werden die Zellen mit Waschpuffer gewaschen.

In der Zwischenzeit wurde das aus Stander, Magnet und MACS-MS*-
Trennséule bestehende MACS®-System gerichtet (Abb. 7), die Saule mit 3ml
kaltem Waschpuffer vorgespuilt.

Das gereinigte Zellpellet wird in 0,5ml Waschpuffer aufgenommen und das
gesamte Volumen auf einmal auf die vorbereitete Saule gegeben. Dabei sollte
die Gesamtzellzahl pro Saule 2x108 nicht (iberschreiten’™.

Nach dreimaligem Spulen mit jeweils 3 ml Waschpuffer befinden sich nur noch
die magnetisch gebundenen L
Monozyten in der Trennsaule. Nach
Entnahme aus dem Magnetfeld und
Zugabe von 2 ml Waschpuffer
konnen die positiv selektierten
Zellen mit einem Stempel aus der
Saule gedruckt werden. Ein Aliquot
wird mittels Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt (3.1.2).

Abb. 7: MACS®-System

3.1.5 Generierung von Dendritischen Zellen

Bei den aus dem buffy coat separierten CD14*-Monozyten handelt es sich um

die im Blut zirkulierenden Vorlauferzellen ortsstandiger Dendritischer Zellen.
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Auch in vitro lassen sich Dendritische Zellen aus Monozyten generieren. Dazu
werden in 6-Well-Mikrotiterplatten pro Well 3x10° Zellen in 3 ml RPMI / 10%
FCS ausgesat. Zur Verhinderung bakterieller Kontamination ist dieses Medium
mit Gentamicin, einem Aminoglykosid-Antibiotikum mit breitem Wirkspektrum,
versetzt (120 mg/l). Nach Zugabe von GM-CSF (100 ng/ml) und IL-4 (1000
ng/ml) erfolgt die Inkubation bei 37°C und flnfprozentiger CO,-Atmosphare im
Brutschrank fir sieben Tage.

Alle 48 Stunden wird ein Mediumswechsel durchgefuhrt. Jedem Well wird
hierzu 1 ml entnhommen, die mitentfernten Zellen durch zehnminutige
Zentrifugation bei 1300 rpm pelletiert und im gleichen Volumen RPMI / 10%
FCS wieder aufgenommen. Bevor diese Zellsuspension wieder zurlick zur
Kultur gegeben wird, mussen noch die Cytokine GM-CSF und IL-4 in gleicher
Menge wie zuvor zugefugt werden.

Nach einer Woche kénnen die unreifen Dendritischen Zellen geerntet werden.
Um die adharenten Zellen moglichst vollzahlig von der Mikrotiterplatte zu I0sen,
werden die Platten fur zehn Minuten auf Eis gestellt und mehrfach mit RPMI
gespult. Die gewonnenen Zellen werden gezahlt (3.1.2), Uberschissige konnen

eingefroren werden (3.1.3).

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Praparation von Aspergillus fumigatus-Konidien

Die Praparation von Aspergillus fumigatus-Konidien wurde am Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene (Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. I. B.
Autenrieth) in der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. med. Ulrike Schumacher von
Herrn Dipl. Biochem. Ziad Haddad durchgeftihrt.

Ca. 20 pl einer A. fumigatus Stammsuspension werden auf eine Sabouraud-
2%-Glucose-Agar-Platte ausgestrichen und bei 37°C fur vier bis funf Tage
inkubiert. Nach Ausbildung dichter, dunkelgriner Kolonien mussen die Konidien

von der Oberflache abgeldst werden, was durch Bespruhen mit PBS / 0,01%
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Tween erreicht wird. Die gelosten Konidien werden von der Agar-Platte in ein
Eppendorfcup Uberfihrt, mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer (3.1.2)
quantifiziert und durch funfminutige Zentrifugation bei 9000 rpm pelletiert. Nach
Abnehmen des Uberstandes kénnen die Konidien in RPMI-Medium geldst

werden.

3.2.2 Stimulation unreifer Dendritischer Zellen mit Lipopolysaccharid

In 6-Well-Mikrotiterplatten werden pro Well 1,5x10°® unreife Dendritische Zellen
(iDCs / immature dendritic cells) in 2 ml Medium (RPMI / 10% FCS), das wie
unter 3.1.5 beschrieben mit Gentamicin versetzt ist, aufgenommen. Die
Stimulation erfolgt durch Impfen dieser Losung mit 2 ug LPS pro Well, woraus
sich eine Konzentration von 1 ug/ml ergibt. Die Inkubation findet bei 37°C und
funfprozentiger CO2-Atmosphare statt, danach folgt die RNA-Extraktion (3.3.3).

3.2.3 Stimulation von Monozyten mit Lipopolysaccharid

Die Stimulation von Monozyten erfolgt nicht in 6-Well-Mikrotiterplatten, sondern
in Vuelife™-Culture-Bags (2 ml). Dies erleichtert das Auswaschen der Zellen,
die im Vergleich zu DCs eine starkere Adharenz zum Kulturgefall aufweisen.
Zellzahl, Volumina und Konzentrationen entsprechen denen der DC-Stimulation
mit LPS.

3.2.4 Stimulation unreifer Dendritischer Zellen mit A. fumigatus-

Konidien

Jeweils 1x10° iDCs werden zusammen mit 2x10° A. fumigatus-Konidien, also
bei einem Konidien-Zellen-Verhaltnis von 2:1, in 2 ml Medium (RPMI / 10%
FCS plus Gentamicin) im Well einer 6-Well-Platte bei 37°C / 5% CO. fur 1 bis 9
Stunden inkubiert. Danach folgt wiederum die RNA-Extraktion (3.3.3).
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Gelelektrophorese

DNA- und RNA-Sequenzen verschiedenster Langen, d.h. mit unterschiedlicher
Anzahl an Basenpaaren (basepairs / bp), kbnnen mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt werden. AuRerdem kann man mit dieser Methode die Lange einer
bestimmten Sequenz unter Verwendung eines bp-DNA-Markers abschatzen

und so Amplifikate unspezifisch nachweisen.

Hierzu werden 2 %ige Agarosegele verwendet: 2 g Agarose werden zusammen
mit 100 ml 1x TAE-Puffer erhitzt (Zusammensetzung TAE-Puffer: Essigsaure
0,1 M; Tris (pH 7,5) 2 M; EDTA 2 M). Nach Zugabe von 10 ul Gelstar wird das
flussige Gel in die Elektrophoresekammer gegossen und fur ca. 20 min bis zum
vollstandigen Auspolymerisieren abgekuhlt. Gelstar hat zum einen DNA-
interkalierende Eigenschaften, zum anderen lasst es sich durch ultraviolettes
Licht zur Fluoreszenz anregen.

Von der aufzutrennenden Probe werden 10 ul mit 2 ul loading buffer gemischt
und in eine der Taschen des Agarosegels uberfluhrt (Zusammensetzung loading
buffer: Tris (pH 7,5) 50 mM; EDTA 50 mM; Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,5%;
Bromphenolblau 0,1%). In einer zusatzlichen Spur lauft ein 100bp-DNA-Marker
mit.

Nach Anlegen einer Spannung (80 bis 100V) wandern die beim basischen pH-
Wert des Laufpuffers negativ geladenen Nukleinsauren nun je nach Grole
unterschiedlich schnell durch das Molekularsieb des Agarosegels zum Pluspol,
der Anode des elektrischen Feldes''. AnschlieRend wird das Gel im Gel-
Scanner bei UV-Licht mit einer Wellenlange von 320 nm fotografiert und kann

ausgewertet werden.
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3.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA und
cDNA

Die Konzentration von Nukleinsauren in einer Probe kann photometrisch
bestimmt werden. Polymere Nukleinsauren absorbieren das Licht maximal bei
einer Wellenlange von 260 nm, der Grad der Absorption A wird vom
Photometer gemessen. Unter der Berucksichtigung, dass flr Apsonm=1,0 die
Konzentration der dsDNA 50 pug/ml, der ssDNA 37 nug/ml und die der RNA 40

""" 1asst sich daraus die Nukleinsdurekonzentration der Probe

ug/ml betrag
errechnen. (Beispiel: Bei der Konzentrationsbestimmung von dsDNA ergibt sich
aus Apsonm)= 0,15 eine Konzentration von 0,15 x 50ug/ml = 7,5 pg/ml). Des
weiteren kann mit Hilfe der photometrischen Messung ein Ruckschluss auf den
Reinheitsgrad der untersuchten Probe gezogen werden. Hierflr bildet man den
Quotienten aus Apeonm) und A2sonm), der bei reiner DNA 1,8 und bei reiner RNA
2,0 betragt'"".

Far die Messung der einzelnen Proben wird jeweils ein Volumen von 100 pl
eingesetzt, das sich aus 1 ul Probe und 99 ul aqua dest. zusammensetzt.
Sowohl die Umrechnung von Absorption in Konzentration als auch die
Berucksichtigung der Verdunnung wird vom verwendeten Photometer

automatisch vorgenommen.

3.3.3 RNA-Extraktion

Zur Extraktion von RNA aus Dendritischen Zellen wird der RNeasy-Mini-Kit der
Firma Qiagen eingesetzt.

Hierzu werden die Zellen eines Ansatzes durch funfminutige Zentrifugation bei
5400 rpm pelletiert. Durch Zugabe von 350 ul RLT-Puffer (mit 10 ul B-
Mercaptoethanol pro 1 ml) und Zentrifugation in einer QlAshredder-Saule fur 2
min bei 13000 rpm wird das Zellmaterial lysiert und homogenisiert. Dieser RLT-
Puffer enthalt Guanidinisothiocyanat und bewirkt neben der Lysierung auch

noch die Inaktivierung von Rnasen'"®.
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Zur Herstellung optimaler Bindungsbedingungen werden dem Lysat 350 ul
70%iges Ethanol beigemischt, bevor es auf die RNeasy-Spinsaule uberfuhrt
wird. Wahrend einer 15-sekindigen Zentrifugation bei 10000 rpm bindet die
enthaltene RNA an eine sich in der Saule befindende Silicagel-Membran, dem
eigentlichen Herzstuck dieses Verfahrens. Es folgen drei Waschschritte, ein
erster mit 700 ul RW1-Waschpuffer 15 sec lang bei 10000 rpm, dann zwei
weitere mit jeweils 500 pul RPE-Waschpuffer fur 15 bzw. 120 sec. Mit 30 ul
RNase-freiem Wasser wird die gebundene RNA durch einminitige
Zentrifugation bei 10000 rpm aus der Saule eluiert. Die gewonnene RNA-
Losung wird bis zur weiteren Verarbeitung im -80°C-Tiefkuhlschrank

eingelagert.

3.3.4 Reverse Transkription

Fir die quantitative gqRT-PCR wird als Template einzelstrangige DNA bendtigt.
Deshalb wird die aus Dendritischen Zellen extrahierte RNA mit Hilfe des ,AMV
1st strand cDNA synthesis Kit* der Fa. Roche Diagnostics in cDNA
umgeschrieben.

Dafur werden 8 ul RNA-L6sung (3.3.3) mit 2,2 ul Oligo-p(dT)-Primer (0,8 pg/ul)
gemischt und fur 10 min im auf 65°C vorgeheizten Thermoblock inkubiert.
Dabei wird die RNA denaturiert und die Primer kénnen an den einzelnen
Strangen binden. Eine anschlieRende flinfmindtige Kihlung auf Eis soll das
Divergieren von RNA-Einzelstrang und Primer verhindern. Danach wird jeder
Ansatz mit 9,8 ul Mastermix (Zusammensetzung siehe Tab. 2) versetzt und im
42°C warmen Wasserbad inkubiert. Die im Mastermix enthaltene Reverse
Transkriptase bildet nun aus den Desoxynukleotiden die zum RNA-Einzelstrang
komplementare cDNA. Nach 60 min wird die Reverse Transkription durch
funfminutige Inkubation bei 95°C gestoppt, die Proben werden auf Eis
abgekduhlt.
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Die gewonnene einzelstrangige cDNA ist sehr empfindlich und bedarf deshalb
standiger Kihlung - wahrend der Vorbereitung der RT-PCR durch Lagerung auf

Eis, ansonsten durch Einfrieren im Tiefkihlschrank bei -20°C.

Tabelle 2: Zusammensetzung Mastermix fiir Reverse Transkription

Reagenz Volumen Endkonzentration (in 20 pl)
MgCl, 4,0 u 5mM

10 X Reaction Buffer 2,0l 1X

dNTPs (10 mM) 2,0 ul 1 mM

RNase-Inhibitor (50 Units/ul)1,0 ul 50 Units

AMV-RT (> 20 Units/ul) 0,8 ul 20 Units

3.3.5 Vervielfaltigung von cDNA-Sequenzen zur Herstellung von

Standard-Verdlinnungsreihen

Zur Herstellung von Standard-Verdunnungsreihen, die bei der qRT-PCR zur
Konzentrationsbestimmung notwendig sind, missen cDNA-Sequenzen des zu
untersuchenden Gens mittels konventioneller PCR vervielfaltigt werden. Hierfur
werden die selben Primer wie bei der qRT-PCR sowie als Reaktionsreagenz
,PCR-Master” der Fa. Roche Diagnostics (siehe Tab. 3) verwendet. Als DNA-
Template dienen cDNA-Proben, von denen aus Vorversuchen bekannt ist, dass
sie die entsprechende Sequenz tragen.

Tabelle 3: Zusammensetzung ,,PCR-Master“ von Roche'"":

Inhaltsstoff Konzentration

Taq DNA-Polymerase 50 Units/ml

Tris-HCI 20 mM

KCI 100 mM

MgCl, 3 mM

dNTPs 0,4 mM (far jedes der 4 Nukleotide)
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In 0,5 ml-Eppendorfcups werden zu 3 ul sequenztragender cDNA 47 ul
Mastermix (Zusammensetzung siehe Tab. 4) gegeben. Die gut verschlossenen
Cups werden in den Thermocycler gestellt, nach Einstellung von Dauer und
Temperatur der einzelnen Schritte sowie Wahl der Zyklenzahl kann der Lauf

gestartet werden.

Tabelle 4: Zusammensetzung Mastermix fiir konventionelle PCR

Reagenz Volumen

,PCR Master* 25 ul
Aqua steril 20 pl
Primer 1 1l
Primer 2 1l

Tabelle 5 zeigt die Basiseinstellungen, die jeweils fir den ersten Lauf gewahlt
wurden. Nach abgeschlossener Amplifikation wird das PCR-Produkt mittels
Gelelektrophorese analysiert. Der Lauf war dann erfolgreich, wenn bei der UV-
Detektion lediglich eine Bande sichtbar wird, das heil3t die Zielsequenz
spezifisch vervielfaltigt wurde. Andernfalls missen die Einstellungen so lange
variiert werden, bis die Elektrophorese eine solitare Bande zeigt. Bei falsch
gewahlter Annealing-Temperatur beispielsweise binden die Primer nicht mehr

hochspezifisch, was zur Synthese variabler Sequenzen fuhrt.

Tabelle 5: Basiseinstellungen PCR-Gerat

Schritt Temperatur Dauer

Denaturierung 95°C 4 min

Amplifikation:
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 54°C 60 sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 120 sec

Extension 72°C 5 min

Cooling 4°C 0
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3.3.6 Aufreinigen von PCR-Produkten

Nach konventioneller PCR und erfolgreicher elektrophoretischer Kontrolle muss
das Amplifikat aufgereinigt werden, das heil3t Bestandteile des Mastermixes,
die bei der Reaktion nicht verbraucht wurden und sich deshalb noch in der
Probe befinden, mussen entfernt werden. Hierfur wird das MinElute PCR-
Purification Kit der Firma Qiagen verwendet.

40 ul des Amplifikats werden mit 200 ul PB-Puffer gemischt, auf eine MinElute-
Spinsaule gegeben und fur 60 sec bei 13000 rpm zentrifugiert. Die PB-
Pufferlosung enthalt Ethanol sowie eine hohe Salzkonzentration und schafft
damit optimale Konditionen fur die Bindung der DNA an die sich in der Saule
befindliche Silicagel-Membran. Zum Auswaschen der zu entfernenden
Substanzen wird PE-Waschpuffer (750 pul) zugegeben und zweimal fir je 60 sec
bei 13000 rpm zentrifugiert. Die gebundene DNA wird anschliel3iend mit 10 pl
EB-Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) durch einminutige Zentrifugation bei 13000

rom aus der Saule eluiert. Die DNA-Konzentration wird photometrisch bestimmt.

3.3.7 Quantitative RT-PCR mittels LightCycler™

3.3.7.1 Das Prinzip der qRT-PCR

Das von K. B. Mullis entwickelte Prinzip der konventionellen PCR bildet die
Grundlage dieses Verfahrens’*"®. Kénnen dabei DNA-Produkte jedoch lediglich

2531 50 erlaubt die quantitative Realtime-PCR

qualitativ nachgewiesen werden
zusatzlich Aussagen uber die Ausgangsmenge des amplifizierten DNA-
Abschnitts. Higuchi et al. legten 1992 den Grundstein fur diese Methode, die
heute als grundlegendes Werkzeug der modernen Molekularbiologie nicht mehr
wegzudenken ist. Sie mischten dem Reaktionsansatz Ethidiumbromid bei, das,
wenn es in doppelstrangige DNA eingebaut und mit UV-Licht angeregt wird,
fluoresziert. So ist der Grad der gemessenen Fluoreszenz ein Mal} fur die

Menge an sich im Ansatz befindlicher DNA%®. Dieses Prinzip, lediglich mit
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anderen fluoreszierenden Farbstoffen, liegt auch der heutigen modernen qRT-
PCR mit Systemen wie dem LightCycler™ der Fa. Roche Diagnostics zu

Grunde.

3.3.7.2 Verwendete Detektionsmethode

Zur Detektion der vervielfaltigten Sequenzen werden Hybridisierungs-Sonden
eingesetzt, was die hochspezifische Quantifizierung von PCR-Produkten bei
gleichzeitiger kontinuierlicher Beobachtung der PCR-Reaktion erlaubt.

Primerdimere und unspezifische Produkte werden dabei im Gegensatz zu
anderen Detektionsmethoden nicht miterfasst. Zwei fir den zu untersuchenden
DNA-Abschnitt spezifische und mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen
(Fluorescein, LC Red 640) markierte Sonden werden in ihrer Sequenz so
gewahlt, dass sie im Abstand von nur 1 bis 5 Basenpaaren voneinander an das
Amplifikat binden kénnen''”. Kommt es zur Anregung des ersten Farbstoffes
(Fluorescein), so erfolgt nur dann eine Detektion, wenn die zweite Sonde in
unmittelbarer raumlicher Nahe (Abstand von max. 5 bp) zur ersten gebunden
hat, denn nur dann findet ein fluorescence resonance energy transfer (FRET)
vom ersten auf den zweiten Farbstoff statt. Das durch den Energie-Transfer
angeregte LC Red 640 emittiert rotes Licht, das vom System einmal pro Zyklus
nach dem Annealing der Primer (zu diesem Zeitpunkt haben die Sonden an die
Ziel-DNA gebunden) detektiert wird. Ungebundene Sonden emittieren auf
Grund der fehlenden raumlichen Nahe und des damit fehlenden Energie-

Transfers kein Licht und 16sen somit auch kein Signal aus.

Oligo 2
LC Red 640

e S

Abb. 8: Prinzip des FRET bei der Detektion von DNA mittels
Hybridisierungssonden''®:Das vom System detektierte rote Licht wird erst nach

Bindung beider Sonden in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander emittiert
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In Tabelle 6 sind die in der qRT-PCR mit dem LightCycler™ eingesetzten

Hybridisierungssonden sowie ihre jeweiligen Basensequenzen aufgelistet.

Tabelle 6: Eingesetzte Sonden und ihre Basensequenzen

Sonde Basensequenz

CD14 FL 5°- GAAATCTTCATCGTCCAGCTCACAAGG - Fluorescein
CD14 LC 5’- Red640 - TCTGGCGTGGTCGCAGAGACG

IL12p40 FL |5°- GGTCCTCACCTGTGACACCCCTGA - Fluorescein
IL12p40 LC |5°- Red640 - AAGATGGTATCACCTGGACCTTGGACC

MCP1 FL 5’- CCACAACCCAAGAATCTGCAGCTAAC - Fluorescein
MCP1LC |5-Red640- TTTTCCCCTAGCTTTCCCCAGACAC

NF«B FL 5- TCTGGGGATACTTAATAATGCCTTCCG - Fluorescein
NFxB LC 5’- Red640 - CTGAGTCCTGCTCCTTCCAAAACACTT

PTX3 FL 5- CTCTCTCATCTGCGAGTTCTCCAGCATGATG - Fluorescein
PTX3 LC 5’- Red640 - AGAGCTTGTCCCATTCCGAGTGCTCCT

TLR2 FL 5- CTACAGAGGTGTGTGAACCTCCAGGC - Fluorescein
TLR2 LC 5’- Red640 - CTGGTGCTGACATCCAATGGAATTAAC

TLR4 FL 5- CCCTTCACCCCGATTCCATTGCT - Fluorescein

TLR4 LC 5’- Red640 - CTTGCTAAATGCTGCCGTTTTATCACG

TLR8 FL 5- ATGACTCAGTTATTGCAGAGTGCAGCA - Fluorescein
TLR8 LC 5’- Red640 - TCGTCGACTACAGGAAGTTCCCCA

TNFa FL 5’- AACCCCGTCCCCATGCCCC - Fluorescein

TNFa LC 5’- Red640 - CAAAACCTATTGCCTCCATTTCTTTTGGGGAC

3.3.7.3 Anwendung des LightCyclers™

In vorgekuhlte 20 ul - LightCycler™-Glaskapillaren werden jeweils 4 ug der zu

untersuchenden cDNA-Proben (3.3.4) gegeben, danach wird mit sterilem

Wasser auf 10 ul aufgeflllt. Von den jeweiligen Standards wurden zuvor

Verdlinnungsreihen angefertigt, die so eingestellt sind, dass das eingesetzte
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Volumen von 10 ul genau eine bekannte, ganzzahlige Zehnerpotenz an Kopien
enthalt. Anschlieliend werden 10ul Mastermix (Zusammensetzung siehe Tab.
7) zu jedem Reaktionsansatz pipettiert, die Glaskapillaren verschlossen und ins
LightCycler™-Probenkarussell eingesetzt. Mit
der LightCycler™ Carousel Centrifuge werden
die Reaktions-Mischungen auf den Boden der

Kapillaren zentrifugiert und Luftblasen beseitigt.

Abb. 9: LightCycIerT""-Probenkarussell113

Tabelle 7: Zusammensetzung Mastermix fiir gRT-PCR

Reagenz Volumen Endkonzentration (in 20pl)
H,O (PCR-grade) 2,6l -

MgClz (25 mM) 2,4 ul 3 mM

Forward-Primer (5 uM) 0,5l 0,125 uM

Reverse-Primer (5 uM) 0,5l 0,125 uM

FL-Sonde (0,3 uM) 1,0 ul 0,015 uM

LC-Sonde (0,3 uM) 1,0 ul 0,015 uM

Taqg-Polymerase (10 X) 2,0l 1X

Die bei der quantitativen RT-PCR und bei der konventionellen PCR einge-

setzten Primer sowie ihre Basensequenzen sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Eingesetzte Primer und ihre Basensequenzen

Primer Basensequenz

CD14 F 5- GGAAGACTTATCGACCATGGAG
CD14 R 5- CCTTGACCGTGTCAGCATAC
IL12p40 F |5°- CTCGTGGCCATATGGGAAC
IL12p40 R |5- TGGCCAGCATCTCCAAACT
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MCP1F |5-GCTCGCTCAGCCAGATG

MCP1R |5- GCAATTTCCCCAAGTCTCTGTA

NFxB F 5’- GCCACCAGCTGGCAGGTA

NFxB R 5- CTGTACCCCCAGAGACCTCATAG

PTX3 F 5’- CATCCCACTGAGGACCCCA

PTX3 R 5- GCCTGCAGCAGCTCGT

TLR2 F 5-TGTCTTGTGACCGCAATGGTA

TLR2 R 5- GCTTGAACCAGGAAGACGAT

TLR4 F 5- GGAGCCCTGCGTGGAGA

TLR4 R 5- TATGCCCCTACTTCAATTGTC

TLR8 F 5’- CAGCCTGGGAAAGGAGACTAA

TLR8 R 5-TGATTCATTCGTATGTGTGTGATG

TNFa F 5- CCTGCATCCTGTCTGGAAGTTA

TNFa R 5- CTGCACCTTCTGTCTCGGTTT

Nach Einsetzen des Karussells in den LightCycler™ wird der Lauf mit dem in

Tabelle 9 aufgeflihrten Temperaturprofil gestartet.

Tabelle 9: Temperaturprofil der gRT-PCR im LightCycler™

Schritt Temperatur Dauer
Denaturierung 95°C 9 min
Amplifikation:
Denaturierung 95°C 3 sec
Annealing 54°C 15 sec 45 Zyklen
Elongation 72°C 25 sec
Melting 95°C 20 sec
50°C 20 sec
95°C kontinuierliches Aufheizen (0,2°C/sec)
auf 95°C
Cooling 40°C 30 sec
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3.3.7.4 LightCycler™ Ergebnis-Dokumentation und -Auswertung

Die von den fluoreszierenden Farbstoffen emittierten optischen Signale werden

t"°  die vom

von Photohybriden in elektrische Signale umgewandel
LightCycler™-System direkt an einen angeschlossenen PC, auf dem die
LightCycler™-Software installiert ist, Ubertragen werden. Anhand einer Grafik,
in der die wahrend der Annealing-Phase eines jeden Zyklus gemessenen
Fluoreszenz-Signale logarithmisch gegen die Zyklenanzahl aufgetragen sind,
lasst sich der Ablauf der Amplifikation am Bildschirm verfolgen. Erst wenn das
Fluoreszenzsignal ausreichend hoch ist und detektiert werden kann, das heifl3t
wenn das PCR-Produkt ausreichend oft amplifiziert wurde, beginnt der Graph
der jeweiligen Probe in der Grafik anzusteigen. Je friher dies der Fall ist, desto
grolRer war die Ausgangskonzentration der Target-Sequenz. Durch Anlegen
einer Geraden wird der linear ansteigende Teil der logarithmischen Signalkurve

bis zum Schnittpunkt mit der Zeit- bzw. Zyklenachse verlangert (Abb. 10).

Target
A
%
_.—/ P

n

Abb. 10: qRT-PCR-Auswertung"s: crossing point einer Probe

Diese so erhaltenen crossing points werden zum Vergleich von Proben mit den
Standardreihen und somit zur genauen Quantifizierung der Zielsequenz-
konzentration herangezogen. Hierfur erstellt die Software anhand der crossing
points der eingesetzten Standards mit bekannter Konzentration eine
Eichgerade (Abb. 11), die es ermdglicht, jeder Probe durch ihren crossing point

eine Ausgangskopienzahl zuzuordnen.
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log (F2/F1)
Crossing Point (Cycles)

n log (copy number)

Abb. 11: qRT-PCR-Auswertung"s: crossing points einer Standardreihe und sich daraus

ergebende Eichgerade
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung von Standardverdunnungsreihen

Zur Herstellung der fur die Quantifizierung in der Realtime-PCR notwendigen
Standardverdinnungsreihen wurden die jeweiligen Sequenzen mittels
konventioneller PCR vervielfaltigt. Durch die anschlielende Gelelektrophorese
wurde kontrolliert, ob die Zielsequenz spezifisch amplifiziert wurde. Eine solitare
Bande in der Fotografie des Gels zeigt dies. Als Beispiel ist in Abb. 12 die Gel-
Aufnahme abgebildet, die bei der Herstellung des CD14-Standards angefertigt

wurde.

Abb. 12: Fotografie eines Gels mittels UV-Kamera: In der ersten Spur ist der
aufgetrennte 100bp-DNA-Marker zu sehen. In Spur 2 und 3 ist jeweils eine Bande
bei ca. 280 bp ersichtlich. Bei den am unteren Bildrand eingeblendeten Daten

handelt es sich um Belichtungs-Einstellungen der Kamera.

Die Lange des Amplifikats kann mit Hilfe der NCBI-Datenbank ermittelt werden.
Die anhand der Lage der solitaren Bande abgeschatzte Lange muss im selben
Grolenbereich liegen. Im Falle des fur CD14 codierenden Abschnittes betrug
die anhand der Datenbank ermittelte Lange 277 bp, die in Abb. 12 sichtbaren

Banden konnten auf eine Lange von 280 bp geschatzt werden.
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Nach photometrischer Bestimmung der DNA-Konzentration der aufgereinigten
Probe konnte die Zahl K der sich darin befindlichen Sequenz-Kopien mit Hilfe

folgender Formel bestimmt werden:

K=cx9,1x 10" Kopien/ug x 1/8P
mit ¢ = DNA-Konzentration der Probe in ng/pul

und BP = Anzahl bp pro Sequenz

Die in dieser Formel enthaltene Konstante beruht auf der durchschnittlichen
Masse eines Basenpaares.

Von dieser Ausgangsprobe ausgehend wurde durch Verdlinnung die Standard-
Reihe hergestellt. Anschlielend wurde in einem gRT-PCR-Testlauf die
Genauigkeit Uberpruft. Abb. 13 zeigt die Computer-Auswertung des Testlaufs
fur die CD14-Verdlinnungsreihe.

Fluoreszenz

e a——.r“’" _::/,_.a-"/ .

[ | ] ] | 1 [ | [ | 1 [ | [ | 1 ] | | [ 1
o 2 a4 & 2 0 iz 14 16 18 20 22 24 26 28 20 32 34 35 32 40 4z 44

Zyklus
—=—=—= 107 Kopienf 10 wl 10% Kopien/ 10 pl
sesere 10% Kopiend 10 10% Kopiend 10 w
w—e—e 10°% Kopiens 10 ul 10" kopiens 10 wl
=—=—= 10%Kopien/ 10 Megativkontrolle
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Abb. 13: Kontrolle einer Standard-Verdiinnungsreihe mittels LightCycler™: A: Die
einzelnen Kurven stellen den Fluoreszenz-Verlauf jeweils eines Standards mit
bestimmter Kopienzahl dar. Je groRer die Zahl der Kopien, desto frither
beginnt der Graph anzusteigen. B: Alle crossing-points liegen auf der
Eichgeraden, es kommen keine AusreiBer vor. Somit kann diese

Verdiinnungsreihe bei zukiinftigen Experimenten eingesetzt werden.

4.2 Quantifizierung der untersuchten Gene mittels LightCycler™

Die Expression der untersuchten Gene wurde mittels LightCycler™ unter
MitfUhrung eines externen Standards ermittelt. Die Primer-Sequenzen wurden
dabei so gewahlt, dass der vervielfaltigte cDNA-Abschnitt im Bereich von
Spleillstellen liegt. Dadurch kann die Amplifikation von moglicherweise
vorhandener Genom-DNA verhindert werden.

FUr jeden Zeitpunkt wurde neben der stimulierten Probe eine vom selben
Spender stammende und den selben Bedingungen ausgesetzte nichtstimulierte
Kontrollprobe untersucht.

In Abb. 14 sind die vom Computer mit Hilfe der LightCycler™-Software
errechneten Daten eines qRT-PCR-Laufes zu sehen (als Beispiel wird hier der
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Lauf zur Bestimmung der NFxB-Expression bei Proben von Spender 1

dargestellt). Die gemessenen Kopienzahlen kdnnen daraus abgelesen werden.

A 0.13-

042-
0.11=
0.40-
0.09-
0,02 =
0.07 =
0.06-
0.05-

0.04=

Fluoreszenz

03—
00z-
001 =

0.00=| o= - >

001

Zyklus
B
Probe kalkulierte Kopienzahlen

seee Standard NFxB 107 Kopiens 10 ul 9,539 % 10°

Standard NFxB 10% Kapiens 10 ul 9,826 x 10°
weea Standard NF«B 10° Kopien/ 10 ul 1,193 % 107
seee Standard NFxB 10% Kopien/ 10 ul 8,941 % 10°

MNegativkontrolle 0,000
—— 1 h Kontraolle 3,925 x 10°

1 h Konidien-Stimulation 22586 % 10°

2 h Kontrolle 4789 % 10°
— 2 h Konidien-Stimulation 9,781 % 10°

4 h Kontrolle 4 715 % 10°
— 4 h Konidien-Stimulation 1 B84 % 10°

§ h Kontrolle 2918 % 10°
— & h Konidien-Stimulation 2,786 % 10°
—— 8 h Kantrolle 3,972 x 10°
— 9 h Konidien-Stimulation 2 B43 x 107

Abb. 14: Auswertung eines qRT-PCR-Laufs: A: Die sich d@ndernde Fluoreszenz der
einzelnen Proben wahrend der Amplifizierung ist graphisch aufgetragen, die
Kurven der Standards sind mit Punkten versehenen. B: Zu jeder Probe ist die
anhand der Standard-Eichgeraden ermittelte Ausgangs-Kopienzahl angegeben;
links ist die Farbe angezeigt, die der Probe in Teil A des Schaubildes zugeordnet

ist.

Die Expression eines Gens zu einem Zeitpunkt wurde relativiert, indem die

Kopienzahl der Probe durch die Kopienzahl der jeweiligen Kontrollprobe
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dividiert wurde. Somit entsprechen Werte der relativen Expression groéfler 1
einer Hoch-Regulation, Werte kleiner 1 einer Herunter-Regulation der
Genexpression im Vergleich zur unstimulierten Probe. Mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogrammes Microsoft Excel® wurden die so gewonnenen
Daten in Schaubildern dargestellt.

Auf diese Weise wurden die LightCycler™-Analysen samtlicher Versuche

ausgewertet.

4.3 Untersuchte Spender

Die bei den Stimulations-Versuchen eingesetzten Zellen stammen alle von
Blutspendern des Transfusionszentrums der Tubinger Universitatsklinik und
wurden im Zeitraum Dezember 2003 bis Januar 2005 untersucht. Bei den
durchgefuhrten Experimenten wurden Zellen von acht verschiedenen Spendern
verwendet, die im Weiteren einheitlich nach folgendem Schema benannt

werden:

- LPS-Stimulation von DCs : Spender A, B
- LPS-Stimulation von Monozyten: Spender |, lI

- Aspergillus-Stimulation von DCs: Spender 1, 2, 3, 4

4.4 Stimulation Dendritischer Zellen mit LPS

Jeweils 1,5 x 10° in vitro generierte Dendritische Zellen wurden mit 2 ug LPS

stimuliert und flr sechs bzw. achteinhalb Stunden inkubiert.

4.4.1 1L12p40-Expression

Die Erkennung von LPS durch das angeborene Immunsystem erfolgt Uber
TLR4. Es wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die zur Aktivierung von

NFkB und damit zur Transkriptionsaktivierung pro-inflammatorischer Cytokine
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wie IL12p40 oder TNFa fuhrt. Um nachzuweisen, dass die LPS-Stimulation
erfolgreich war und bei den Dendritischen Zellen eine Immunantwort initiiert
wurde, wurde die mRNA-Expression von 1L12p40 bestimmt (Abb. 15). Beide
Spender (A, B) reagierten mit einer um zwei bis drei Zehnerpotenzen
gesteigerten |L12-Expression, die nach 8,5 h im Vergleich zur 6 h-Messung

noch etwas weiter angestiegen war.

IL12p40-Expression

1000

Abb. 15: IL12p40-Expression nach

< ] . . agr

2 o0 | Stimulation Dendritischer
7]

@ . _

E- o Spender A Zellen mit LPS. Die nicht-
. m Spender B stimulierten Kontroll-

>

5 10 proben der jeweiligen

©

Spender wurden zu jedem

Zeitpunkt einer relativen

Expression von 1 gleich-
6h 8,5h

gesetzt.

4.4.2 TLR4-Expression

Da es sich bei dem aus der Zellwand gramnegativer Bakterien stammenden
Lipopolysaccharid nachweislich um einen Liganden des Toll-like-Rezeptors 4
handelt, wurde dessen Expression ermittelt (Abb. 16). Beide Spender
reagierten weitestgehend gleich auf die LPS-Stimulation, wobei sich nach 6
Stunden eine um etwa 20% verringerte und nach 8,5 Stunden bereits eine um

etwa 70% abgefallene TLR4-Expression zeigte.
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4.5 Stimulation von Monozyten mit LPS

Abb. 16: TLR4-Expression nach

Stimulation Dendritischer
Zellen mit LPS. Die nicht-
stimulierten Kontroll-
proben der jeweiligen
Spender wurden zu jedem
Zeitpunkt einer relativen
Expression von 1 gleich-

gesetzt.

1,5 x 10° Monozyten wurden mit 2 ug LPS stimuliert und anschlieRend fiir acht

Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Spender dieser Zellen waren dabei nicht

identisch mit denen der zuvor untersuchten Dendritischen Zellen.

4.5.1 TNFa-Expression

Wie auch bei den LPS-Stimulations-Experimenten von Dendritischen Zellen

wurde zuerst durch mRNA-Expressionsmessung eines pro-inflammatorischen

Cytokins (in diesem Fall TNFa) nachgewiesen, dass es zu einer simulierten

Entzindungsreaktion als Antwort auf den LPS-Kontakt gekommen ist (Abb. 17).

Sowohl bei Spender |, als auch bei Spender Il war eine deutlich gesteigerte

TNFa-Expression ersichtlich.
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TNF-alpha-Expression
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4.5.2 TLR4-Expression

Entsprechend den zuvor beschriebenen Experimenten mit Dendritischen Zellen
wurde die TLR4-Expression auf mRNA-Ebene untersucht (Abb. 18). Es
interessierte, ob sich Monozyten und DCs in ihrer Reaktion auf bakterielles LPS
unterscheiden. Dabei stellte sich heraus, dass Monozyten im Gegensatz zu
DCs nicht mit einer reduzierten, sondern mit einer leicht verstarkten Expression

von TLR4 auf den Stimulus Lipopolysaccharid reagierten.

TLR4-Expression
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g 121 Abb. 18: TLR4-Expression von

g ] W Spender |
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0 i

Expression von 1
8h

gleichgesetzt.
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4.5.3 CD14-Expression

Toll-like-Rezeptor 4 ist nicht alleinig an der Erkennung von LPS beteiligt. Neben
dem im Plasma vorkommenden LBP (LPS-bindendes Protein) spielt als
membranstandiger Co-Rezeptor der fur Monozyten charakteristische
Oberflachenmarker CD14 eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund wurde neben
der Expression von TLR4 auch die von CD14 bestimmt (Abb. 19).

CD14-Expression

0,9
0,8
c
2071
8 06 Abb. 19: CD14-Expression von
< M Spender |
5 05 - Monozyten nach LPS-
Py E Spender Il
2 %4 Stimulation. Die nicht-
o 0,3 . .
(4 02 stimulierte Kontrollprobe
01 - . . wurde einer relativen
0 - Expression von 1

8h

gleichgesetzt.

Interessanterweise wurde bei beiden Spendern (I, II) eine um 80-90%
verminderte CD14-Expression auf mRNA-Ebene und damit im Vergleich mit
TLR4 eine gegensatzliche Regulation beobachtet.

Auf die Untersuchung des Einflusses von LPS auf die Expression von CD14 bei
Dendritischen Zellen wurde verzichtet, da dieser Oberflachenmarker bei der
Differenzierung von Monozyten zu DCs fast ganzlich verschwindet und auf DCs

nur noch marginal exprimiert wird'.

60



Ergebnisse

4.6 Stimulation Dendritischer Zellen mit Aspergillus fumigatus-

Konidien

In den letzten Jahren wurde von mehreren Arbeitsgruppen die Interaktion
zwischen Aspergillus fumigatus und dem angeborenen Immunsystem Uber
Mitglieder der Familie der Toll-like-Rezeptoren beschrieben. Dabei wurde
insbesondere den TLRs 2 und 4 ein A. fumigatus erkennendes Potential
zugesprochen'#%78,

Um dieses Zusammenspiel von Aspergillus fumigatus und dem menschlichen
Immunsystem zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit jeweils 1,0 x
10° aus humanen Monozyten in vitro generierte Dendritische Zellen mit
Konidiosporen diese Pilzes stimuliert. Das Zellen-Konidien-Verhaltnis betrug
dabei 1:2. Um gerade die beginnende Immunreaktion besser beurteilen zu
konnen, boten sich kurze Inkubationszeiten zwischen einer und neun Stunden

an.

4.6.1 TNFa- und IL12p40-Expression

Diente die Bestimmung der TNFa- und I[L12p40-Expression bei den
vorangegangenen Versuchen in erster Linie dem Nachweis einer stattfindenden
Immunreaktion, so sollte hier bei einem Versuchsaufbau mit kleinen Intervallen
zwischen den einzelnen Inkubationszeiten zusatzlich der Zeitpunkt der
einsetzenden gesteigerten Cytokin-Expression auf mRNA-Ebene erfasst
werden (Abb. 20).

Obwohl es unter den vier auf TNFa untersuchten Spendern (1-4) Unterschiede
zu verzeichnen gibt, sowohl was den Zeitpunkt des Beginns als auch das
Ausmaly der Expressionssteigerung betrifft, konnen gemeinsam gultige
Aussagen getroffen werden. Spatestens nach zwei Stunden hatten die Zellen
aller vier Spender eine Reaktion auf die Stimulation mit den Konidiosporen
gezeigt, der Anstieg der TNFa-Expression scheint zum Zeitpunkt von neun

Stunden noch nicht abgeschlossen zu sein.
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Bei der erganzend durchgeflihrten Analyse der IL12p40-Expression zeigte sich
eine weitaus geringere und spater einsetzende Transkriptions-Aktivierung als
bei TNFa. Ahnlich wie bei TNFo wies Spender 2 das geringste Ausmal der
Cytokin-Antwort auf. Eine signifikante Hochregulation der Gene fur 1L12p40
zeigte sich bei Spender 1 und 3 nach sechs bzw. neun Stunden. Spender 4

wurde auf die Expression dieses Gens hin nicht untersucht.

A IL12p40-Expression B TNF-alpha-Expression

40 1000

100 ® Spender1
@ Spender2

O Spender3

10 m Spender4

Relative Expression
N
o
L
[
Relative Expression

1h 2h 4h 6h %h 1h 2h 4h 6h 9h

Abb. 20: IL12p40- und TNFa-Expression Dendritischer Zellen nach Stimulation mit A.
fumigatus-Konidien. Die nichtstimulierten Kontrollproben der jeweiligen
Spender wurden zu jedem Zeitpunkt einer relativen Expression von 1 gleich-

gesetzt.

4.6.2 MCP1-Expression

MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1) veranlasst Monozyten dazu, die
BlutgefaRe zu verlassen und in benachbarte infizierte Gewebe einzuwandern®®.
Aullerdem ist es an der Stimulierung der Ty2-abhangigen Abwehr, also an der
Bildung spezifischer Antikérper, beteiligt*®>*.

Ob Dendritische Zellen auf Kontakt mit A. fumigatus mit einer verstarkten
MCP1-Expression antworten, sollte hier untersucht werden (Abb. 21).

Die ermittelten Daten variieren zwischen den Spendern 1-4, es lasst sich aber

trotzdem klar feststellen, dass es bei allen vier zu einer Hoch-Regulation von
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MCP1 auf der Ebene der m-RNA gekommen ist. Ein Maximum lasst sich fur
Spender 2, 3 und 4 nach einer Inkubationszeit von ungefahr sechs Stunden
vermuten und die relative Expression liegt dabei in der selben Grofienordnung.
Spender 1 scheint dagegen friher und in starkerem Ausmal} auf den Stimulus

reagiert zu haben.

MCP1-Expression
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gesetzt.

4.6.3 PTX3-Expression

Bei dem zur Gruppe der langen Pentraxine gehdrenden PTX3 (Pentraxin3)
handelt es sich um einen sezernierten mustererkennenden Rezeptor (PRR).
PTX3 wirkt opsonierend und erleichtert damit die Erkennung von Pathogenen
durch Phagozyten. Des Weiteren flhrt die Opsonierung zur Aktivierung des
Komplementsystems. Neuste Studien schreiben PTX3 eine entscheidende
Beteiligung an der Abwehr von Aspergillosen zu*2. Somit war es naheliegend,
auf die Bestimmung der PTX3-Expression in dieser Versuchsreihe nicht zu
verzichten (Abb. 22).

Die dargestellten Ergebnisse sind aufgrund der beachtlichen Unterschiede
zwischen den verschiedenen Spendern nur sehr schwer einheitlich zu
beschreiben. Wahrend die Antwort auf die Konidien-Stimulation von Spender 2

in einer Herunter-Regulation zu liegen scheint, kann flr die Spender 1 und 3
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und eventuell auch fir Spender 4 eine Hoch-Regulation der Expression vom fur

PTX3 codierenden Gen festgestellt werden.

PTX3-Expression
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gesetzt.

4.6.4 Expression verschiedener Toll-like-Rezeptoren

Bis zu diesem Punkt der Arbeit hat sich gezeigt, dass durch die Stimulation
Dendritischer Zellen mit Konidiosporen des humanpathogenen Schimmelpilzes
Aspergillus fumigatus in vitro eine Immunreaktion ausgeldst wird. Kommt es zu
einer Reaktion, so mussen zuvor die Konidien von den DCs erkannt worden
sein. Naheliegend ist dabei die Vermutung, dass daran Toll-like-Rezeptoren
beteiligt sind. Verschiedene bisher erschienene Veroffentlichungen sprechen
sogar ganz bestimmten Vertretern der TLR-Familie diese Aufgabe zu'*%%.

Die unter den Punkten 4.4 und 4.5 aufgefuihrten Ergebnisse zeigen, dass es bei
TLRs nach Kontakt mit einem an sie bindenden Liganden zur Veranderung ihrer
Expression kommt. Deshalb sollte hier der Einfluss von A. fumigatus-Konidien
auf die Expression verschiedener Toll-like-Rezeptoren untersucht werden (Abb.

23).
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Abb. 23: Expression verschiedener Toll-like-Rezeptoren von Dendritischen Zellen nach
Stimulation mit A. fumigatus-Konidien. Die nichtstimulierten Kontrollproben der
jeweiligen Spender wurden zu jedem Zeitpunkt einer relativen Expression von 1

gleichgesetzt.

TLR2 ist fur das Erkennen verschiedener PAMPs verantwortlich. Dazu zahlen
neben den von grampositiven Bakterien ausgehenden Peptidoglykanen und
Lipoteichonsduren das von Hefepilzen stammende Zymosan®. Fir die
Erkennung von A. fumigatus wird ebenfalls eine Beteiligung dieses Rezeptors
angenommen'4°9%,

Abb. 23-A zeigt die relative Expression von TLR2, die nach der durchgefiuhrten
Stimulation gemessen wurde. Trotz erneut unterschiedlicher und damit schwer

zu beurteilender Ergebnisse kann man einen verstarkenden Einfluss der
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Konidien-Stimulation auf die TLR2-Expression vermuten. Wahrend bei Spender
1 schon frihzeitig eine gesteigerte Expression ersichtlich ist, ist eine eindeutige
Expressions-Veranderung bei Spender 2 und 3 erst nach sechs bzw. neun

Stunden nachvollziehbar.

Der aus der Toll-like-Rezeptor-Gruppe 1997 als erstes entdeckte und seither im
Zusammenhang mit der LPS-Erkennung sehr weitreichend erforschte TLR4
wird auch als Bindungsstelle von A. fumigatus diskutiert'***%. Da im ersten Teil
der Arbeit bereits die Regulation von TLR4 nach Kontakt mit LPS getestet
wurde, bot sich die Uberpriifung der TLR4-Expression hier besonders an (Abb.
23-B), um anschlie3end Vergleiche ziehen zu kdnnen.

Die von Spender 1 stammenden Zellen scheinen auf den Stimulus nur
geringflgig bis gar nicht mit einer veranderten TLR4-Expression geantwortet zu
haben. Die relative Expression liegt zu fast jedem Zeitpunkt um 1,0. Abgesehen
vom 9-Stunden-Wert bei Spender 3 lassen die Daten auf eine herunter-

regulierte Expression bei Spender 2, 3 und 4 schlief3en.

Es gibt bis heute erst vage Anhaltspunkte dafir, dass TLR8 bei der Interaktion
mit A. fumigatus eine Rolle spielt’. Untersucht und bestatigt ist bisher nur die
Bindung von einstrangiger Virus-RNA sowie von synthetischen Imidazolen an
diesen Rezeptorz. Trotzdem wurde im Rahmen dieser Versuchsreihe auch die
TLR8-Expression betrachtet (Abb. 23-C).

Die gemessenen und im Schaubild dargestellten Werte lassen fur die
stimulierten Zellen von Spender 2, 3 und 4 eine im Vergleich zu den
nichtstimulierten Zellen verringerte Expression von TLR8 erkennen. Im
Gegensatz dazu ist die fur TLR8 codierende Sequenz bei der untersuchten
MmRNA von Spender 1 verstarkt exprimiert. Das Maximum dieser Hoch-

Regulation liegt dabei 4h nach der Stimulation.
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4.6.5 NFxB-Expression

Sollte die Detektion von Aspergillus fumigatus tatsachlich Gber Mitglieder der
TLR-Familie ablaufen, so missten die unter den vorrangegangenen Punkten
gezeigten veranderten Genexpressionen mit einer ebenfalls veranderten
Expression des Transkriptionsfaktors NFxB einhergehen. Aus diesem Grund

wurden die inkubierten Zellen auf ihre NFkB-Expression getestet (Abb. 24).
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Die drei untersuchten Spender zeigen alle nach spatestens vier Stunden eine
Reaktion im Sinne einer Hoch-Regulation der Expression von NFxB auf mRNA-
Ebene. Ein besonders hoher Wert fallt dabei fUr Spender 3 zum zuletzt

gemessenen Zeitpunkt auf.

4.7 Erganzende Experimente nach Auswertung der bisher

ermittelten Daten

Nachdem die bis zu diesem Punkt der Arbeit gesammelten Ergebnisse
betrachtet wurden, folgten einige Versuche, die die Interpretation der

erhobenen Daten erleichtern sollen.
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4.7.1 Stimulation Dendritischer Zellen von Spender 1 mit LPS

Spender 1 hatte nach Stimulation mit A. fumigatus-Konidien eine weitgehend
unveranderte ~ TLR4-Expression  gezeigt. Deshalb  wurden  zuvor
kryokonservierte Dendritische Zellen dieses Spenders rekultiviert und analog

der Angaben unter 4.4 mit LPS stimuliert.

4.7.1.1 1L12p40-Expression

Die gemessene |IL12p40-Expression diente wie bereits unter 4.4.1 beschrieben

dem Nachweis einer Immunreaktion (Abb. 25).

IL12p40-Expression

1000

g 100 | Abb. 25: IL12p40-Expression
g Dendritischer Zellen von
LZ:: Spender 1 nach LPS-
5 104 Stimulation. Die nicht-
* stimulierte Kontrollprobe
wurde einer relativen
1 6h 8,5n Expression von 1 gleich-

gesetzt.

Spender 1 reagierte auf die LPS-Stimulation mit einer etwa 500-fach
gesteigerten Expression dieses Interleukins. Dies entspricht in etwa den unter

4.4.1 gemessenen Werten.
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4.7.1.2 TLR4-Expression

Es interessierte, ob Spender 1 ahnlich wie zuvor bei der Aspergillus-Stimulation
auch nach LPS-Reiz eine von der Reaktion anderer Spender abweichende
TLR4-Expression zeigt (Abb. 26).

Nach achteinhalb Stunden ist die zu erwartende Herunter-Regulation der TLR4-
Expression als Antwort auf den LPS-Kontakt nachvollziehbar. Nach sechs

Stunden dagegen ist noch eine leichter Anstieg zu verzeichnen.

TLR4-Expression
1,6
1,4
5127 Abb. 26: TLR4-Expression
é:_ N Dendritischer Zellen von
E 0.8 1 Spender 1 nach LPS-
g 061 Stimulation. Die nicht-
€ 04 stimulierte Kontrollprobe
0.2 1 wurde einer relativen
0 Expression von 1
6h 8,5h
gleichgesetzt.
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5. Diskussion

5.1 Schutz vor uberschielender Immunreaktion nach Stimulation

mit LPS durch verminderte Rezeptor-Expression

Wie anhand der Ergebnisse der dargestellten Experimente zu erkennen ist,
unterscheiden sich Monozyten und DCs in ihrer Reaktion auf Stimulation mit
LPS.

Bei Dendritischen Zellen fuhrt diese Stimulation zur verminderten Expression
von TLR4. Die hier gewonnenen Daten stimmen uberein mit denen anderer
Arbeitsgruppen, die sich mit dieser Thematik auseinandergesetzt haben.
Visintin et al. zeigten'®, dass TLR4 von DCs in den ersten 3 h nach LPS-
Kontakt leicht verstarkt, danach aber drastisch reduziert exprimiert wird. Da
LPS bekannter Weise Uber gerade diesen TLR vom Immunsystem erkannt
wird>, kann man vermuten, dass der beobachtete Effekt als
Schutzmechanismus des Organismus zu werten ist. Eine starke Aktivierung des
aufgrund der Erkennung von LPS in Gang gesetzten Signalwegs wurde durch
exzessive Freisetzung pro-inflammatorischer Cytokine letztlich zur Auslésung
eines lebensbedrohlichen endotoxischen Schocks fuhren. Sind DCs nun einer
gesteigerten LPS-Konzentration ausgesetzt und wird dies Uber TLR4 erkannt,
so scheint es nach kurzer Zeit zur verringerten TLR4-Expression und folglich
auch zu einer reduzierten Anzahl an TLR4 auf der Zelloberflache zu kommen.
Dadurch wurden weniger Signale ins Innere der Zelle Ubermittelt und die Menge
ausgeschutteter Cytokine geringer ausfallen, als dies bei gleichbleibender
Rezeptorenzahl der Fall ware. Das Risiko einer ungewollt UberschielRenden
Reaktion, wie sie der endotoxische Schock darstellt, ware auf diese Art und
Weise gesenkt worden.

{43

Von Hoshino et al. wurde gezeigt™, dass TLR4-defiziente Mause gegen einen

durch LPS induzierten septischen Schock resistent sind. In Maus-Makrophagen

|.79

konnte von Nomura et al.”” eine Korrelation zwischen der Toleranz gegenuber
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einem endotoxischen Schock und der Herunter-Regulation der TLR4-
Expression auf der Zelloberflache nachgewiesen werden. Dies unterstitzt die
These, dass Dendritische Zellen durch Herunter-Regulation ihrer TLR4-
Expression das Risiko des Organismus, einen endotoxischen Schock zu

erleiden, zu senken versuchen.

Uberraschend erscheint daher auf den ersten Blick die Tatsache, dass die bei
den Monozyten-Stimulationsversuchen mit LPS erhobenen Daten eine
Regulation der TLR4-Expression in die entgegengesetzte Richtung erkennen
lassen. Visintin et al. berichten ebenfalls, dass bei der Stimulation von
Monozyten mit LPS nach 24 Stunden keine Herunter-Regulierung, im Verlauf
der ersten 24 Stunden sogar eine Hoch-Regulierung von TLR4 auf mRNA-
Ebene beobachtet wurde. Diesen Sachverhalt solitar betrachtend kénnte man
zum Schluss kommen, dass beim Einwirken von Lipopolysaccharid auf
Monozyten Mechanismen bestehen, die das Entstehen eines endotoxischen
Schocks begunstigen.

Deshalb muss man sich nochmals vergegenwartigen, dass TLR4 an der
Erkennung von LPS nicht alleinig beteiligt ist. LPS bindet an das im Serum
vorkommende LBP (LPS-bindendes Protein). Der Komplex aus LPS und LBP
interagiert mit dem als Oberflachenmarker bekannten Co-Rezeptor CD14 und
ubertragt das gebundene LPS auf diesen. Erst das an CD14 gebundene LPS
kann dann den Toll-like-Rezeptor 4 aktivieren und so die Signalkaskade, die zur
Aktivierung von NF«B fiihrt, ins Rollen bringen*®°.

Die unter 4.5.3 prasentierten Ergebnisse lassen erkennen, dass Monozyten auf
LPS-Kontakt mit einer Senkung der Expression von CD14 antworten. Lin et al.
untersuchten die CD14-Expression in Alveolarmakrophagen nach Escherichia
coli-Kontakt in vivo und LPS-Stimulation in vitro®® und stellten fest, dass in
beiden Fallen CD14 vermindert exprimiert wurde. Deshalb erscheint es
wahrscheinlich, dass bei Zellen, die CD14 Co-Rezeptoren auf ihrer Oberflache
besitzen, die Immunantwort auf einen LPS-Reiz Uber Regulation eben dieser
CD14-Rezeptoren gesteuert wird. Durch Verminderung der Zahl dieser

Rezeptoren wird dem drohenden endotoxischen Schock durch GberschielRende
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Freisetzung pro-inflammatorischer Cytokine entgegengewirkt. Monozyten, die
kaum CD14 exprimieren, sind bei der Erkennung von LPS auf Iésliches CD14
angewiesen. Entzieht man ihnen auch dieses |0sliche CD14, so kann LPS nicht
mehr mit TLR4 interagieren’®. Verringert sich also die Zahl der zellgebundenen
CD14-Molekiile, so bewirkt dies bei nicht im Uberschuss vorhandenem
|6slichem CD14 eine verminderte Bindung von LPS an TLR4, unabhangig von
der Zahl der Toll-like-Rezeptoren.

Es stellt sich nun die Frage, warum Dendritische Zellen den Oberflachenmarker
CD14 nur marginal exprimieren und trotzdem adaquat auf eine LPS-Exposition
reagieren, beziehungsweise mit der Herunter-Regulation von TLR4 sogar einen
Schutzmechanismus gegen eine Ubermalige Reaktion bendtigen. Die Antwort
liegt wohl in der Existenz eines weiteren an der TLR4-Aktivierung durch LPS
beteiligten Co-Rezeptors — MD-2.

Die Expression von MD-2 steigt wahrend der Differenzierung von Monozyten zu
DCs stetig an'®. Es wird vermutet, dass MD-2 die verminderte bis fehlende

CD14-Expression auf DCs kompensiert.

Die gesehenen Unterschiede in der Reaktion von Dendritischen Zellen und
Monozyten auf LPS bezuglich der TLR4-Expression sind somit auf voneinander
abweichende Regulationsmechanismen zurlckzufihren. Gemeinsam ist jedoch
beiden Zelltypen, dass eine Senkung von Rezeptoren einer Uberstimulation

durch den entsprechenden Liganden entgegenwirkt.

5.2 Immunreaktionen gegenuber Aspergillus fumigatus unter

Beteiligung verschiedener Toll-like-Rezeptoren

Bereits ein bis zwei Stunden nach Beginn der Stimulation Dendritischer Zellen
mit Konidien des Schimmelpilzes Aspergillus fumigatus konnte eine
immunologische Antwort in Form einer verstarkten Expression des pro-
inflammatorischen Cytokins TNFo verzeichnet werden. Kurz darauf beginnt
auch der Anstieg der IL12p40-Expression. Pylkkanen et al. konnten in Maus-

Makrophagen die maximale Expression pro-inflammatorischer Cytokine auf
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MRNA-Ebene sechs Stunden nach Inkubationsbeginn mit nicht hitzegetoteten
A. fumigatus-Sporen messen®. Bei den hier dargestellten Experimenten ist
dagegen der Anstieg der Expression nach neun Stunden noch nicht
abgeschlossen, es konnte jedoch zweifelsfrei eine durch A. fumigatus-
Konidiosporen in vitro auslosbare Immunreaktion bei Dendritischen Zellen
nachgewiesen werden. Diese Tatsache stimmt mit Ergebnissen von Warris et
al. Uberein, die im ex vivo Experiment mit menschlichem Vollblut
konidieninduzierte Cytokin-Anstiege festgestellt hatten''°.

Neben den bereits erwahnten Cytokinen wurde auch Augenmerk auf MCP1
gelegt. Es sollte untersucht werden, ob die Konidien-Stimulation zur verstarkten
MCP1-Expression fuhrt. Bei Makrophagen der Maus wurde dies von Pylkkanen
et al. beschrieben. Aullerdem wurde bei Mausen nach intratrachealer Gabe von
A. fumigatus-Konidien eine erhdhte MCP1-Konzentration in der Lunge
gemessen'?. Wie Abb. 21 zeigt konnte in dieser Arbeit fiir humane Dendritische
Zellen nach Konidien-Kontakt eine Hoch-Regulation der Expression von MCP1
auf der Ebene der mRNA gezeigt werden. Diese Erkenntnis lasst vermuten,
dass die Ausschuttung von MCP1 fur die Abwehr einer Infektion mit Aspergillus
fumigatus von entscheidender Bedeutung ist. Von Morrison et al. verdffentlichte
Daten lassen den gleichen Schluss zu. Sie beschreiben, dass durch in vivo
Neutralisierung von MCP1 mittels Antikorpern bei Mausen, die an einer
invasiven Aspergillose erkrankt waren, eine Verdopplung der Mortalitat
ausgeldst werden konnte”'. Auf den Menschen iibertragen bedeutet dies, dass
der unterschiedlich schwere Verlauf einer invasiven Aspergillose bei
verschiedenen Patienten eventuell auf ein unterschiedliches MCP1-
Expressionsmuster zurlckzufuhren ist. Moglicherweise verbirgt sich hinter
diesen Erkenntnissen sogar eine zuklnftige Behandlungsmaoglichkeit einer
Aspergillus fumigatus-Infektion. Gentechnisch hergestelltes MCP1 konnte den
an einer schweren Aspergillose erkrankten Patienten verabreicht und somit das

korpereigene Abwehrsystem stimuliert werden.

Des Weiteren wurde als Antwort der DCs auf die Konidien-Interaktion bei drei

von vier Spendern eine Hoch-Regulation der Gene fur Pentraxin 3 registriert.
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PTX3 kann als mustererkennender Rezeptor Konidien binden und wirkt somit
opsonierend. Der beobachtete Anstieg der PTX3-Expression lasst auf eine nicht
unwichtige Rolle dieses langen Pentraxins bei der Abwehr von Aspergillosen
schlielen. Garlanda et al. wiesen nach, dass PTX3-knockout-Mause gegenuber
einer invasiven Aspergillose anfilliger sind als Wildtyp-Mause®. Erst Ende
2004 wurde von Gaziano et al. eine Arbeit publiziert, die erste Ansatze eines

t*2. Die intranasale

potentiellen therapeutischen Einsatzes von PTX3 beinhalte
oder parenterale Gabe von PTX3 hatte bei Mausen einen gleichen oder
starkeren prophylaktischen und therapeutischen Effekt bezuglich einer Lungen-
Aspergillose wie das als Standard-Therapeutikum bekannte und eingesetzte
Amphotericin B*. Ahnlich den bezliglich MCP1 getroffenen Uberlegungen kann
auch fur PTX3 ein beim Menschen anwendbarer therapeutischer Ansatz in
Erwagung gezogen werden, wobei im Gegensatz zu MCP1 hier bereits wie

beschrieben erste Erfolge im Tierversuch nachzuweisen sind.

Den bis hierher gezeigten, durch die Stimulation mit A. fumigatus-Konidien
ausgelosten Immunreaktionen muss die Erkennung des Pathogens durch die
Dendritischen Zellen vorrausgegangen sein. Seit geraumer Zeit werden in
diesem Zusammenhang Toll-like-Rezeptoren als diejenigen Rezeptoren
diskutiert, die Pilzpathogene wie Aspergillus fumigatus, Cryptococcus
neoformans, Candida albicans oder Pneumocystis carinii erkennen’®®. Erste
Hinweise in diese Richtung ergaben sich bereits bei der Entdeckung der Toll-
Rezeptoren bei Drosophila melanogaster Mitte des letzten Jahrzehnts, als bei
Toll-Rezeptor-defizienten Fliegen eine verstarkte Anfalligkeit gegenuber einer
Aspergillose festgestellt wurde®®.

Mit Ausnahme von TLR3 kommt es in Folge einer TLR-Aktivierung zur
Freisetzung von NF«B2. In Abb. 24 ist die verdnderte NFkB-Expression dreier
Spender nach Stimulation mit A. fumigatus-Konidien dargestellt. Es zeigt sich
dabei eine Hoch-Regulation auf mMRNA-Ebene. Da es sich bei NFkB um einen
Transkriptionsfaktor handelt und da die gesteigerte Expression von TNFa,
IL12p40, MCP1 und PTX3 nachgewiesen wurde, Uberrascht es nicht, dass

NF«kB verstarkt exprimiert wird. Unter Betrachtung der Signaltransduktionswege
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der TLRs (Abb. 4) erhartet sich auRerdem der Verdacht, dass TLRs an der
Erkennung von A. fumigatus-Konidien beteiligt sind.

LPS, bei dem es sich nachweislich um einen TLR4-Liganden handelt, hatte bei
der Stimulation von DCs zu einer verminderten Expression von TLR4 gefuhrt
(siehe 4.4.2). Sollten Aspergillus-Konidien ebenfalls von TLR4 erkannt werden,
so kéonnte es zu einem vergleichbaren Schutzmechanismus kommen, also
ebenfalls zu einer herunterregulierten TLR4-Expression. Genau das konnte bei
den unter 4.6.5 beschriebenen Experimenten bei drei von vier Spendern auch
beobachtet werden. Somit scheinen sich in dieser Arbeit die Uberlegungen
mehrerer Arbeitsgruppen zu bestatigen, die A. fumigatus-Konidien als TLR4-
Ligand sehen®”"”. Netea et al. fanden heraus, dass Makrophagen von TLR4-
knockout-Mausen auf die Stimulation mit Aspergillus-Konidien mit einer
geringeren Ausschuttung pro-inflammatorischer Cytokine reagierten als die von
Wildtyp-Mausen. Bei der Stimulation mit Aspergillus-Hyphen wurde dieser
Effekt nicht beobachtet. Dies lasst vermuten, dass Hyphen im Gegensatz zu
Konidien nicht Uber TLR4 erkannt werden. Netea et al. sehen darin einen
mdglichen Mechanismus, durch den sich A. fumigatus nach der Ausreifung der
Sporen der Erkennung durch das Wirts-Immunsystem entzieht’”.

Neben TLR4 wird in der Literatur von verschiedenen Autoren TLR2 als A.
fumigatus-Konidien erkennender Rezeptor ins Gesprach gebracht'®"77,
Sowohl Mambula et al., als auch Netea et al. konnten bei Makrophagen von
TLR2-knockout-Mausen nach Stimulation mit Aspergillus-Praparationen eine im
Vergleich zu Zellen von Wildtyp-Mausen verminderte Ausschuttung pro-
inflammatorischer Cytokine messen. Im Gegensatz zu TLR4 wurden hierbei von
beiden Arbeitsgruppen keine gravierenden Unterschiede zwischen der
Stimulation mit A. fumigatus-Hyphen und —Konidien erkannt®®’’. Man kann
deshalb davon ausgehen, dass es sich bei TLR2 um einen A. fumigatus
erkennenden Rezeptor handelt, unabhangig davon, ob der Pilz in Form avitaler
Sporen oder vitaler Hyphen vorliegt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von TLR2 auf mRNA-Ebene
nach Inkubation Dendritischer Zellen mit A. fumigatus-Konidien gemessen
(4.6.5). Wie in Abb. 23-A zu sehen ist, wird TLR2 nach einigen Stunden
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verstarkt exprimiert. Geht man davon aus, dass wie oben beschrieben TLR2
und TLR4 an der Bindung von A. fumigatus-Konidien beteiligt sind, so stellt sich
die Frage, warum es bei den beiden Rezeptoren zu unterschiedlichen
Regulationsmechanismen kommt: Wahrend die Expression von TLR2 nach
Konidien-Kontakt verstarkt ist, ist die von TLR4 vermindert. Zweierlei
Uberlegungen sind dafiir als mogliche Erklarung in Betracht zu ziehen. Zum
einen konnte die Signalweiterleitung nach Bindung eines Liganden an TLR4
effektiver sein, als es bei manch anderen Toll-like-Rezeptoren der Fall ist.
Visintin et al. untersuchten die Expression verschiedener TLRs im Verlauf der
Differenzierung von Monozyten zu unreifen DCs. Dabei fiel der Expressions-
Riickgang von TLR4 deutlich starker aus als der von TLR2'®. Da die starke
Reaktion Dendritischer Zellen auf LPS-Stimulation hinlanglich bekannt ist, muss
von einer hohen Effektivitdt der wenigen vorhandenen TLR4-Molekile
ausgegangen werden. Zum Schutz vor einer Uberschiefenden Reaktion bedarf
es sogar einer Herunter-Regulation der Anzahl an Rezeptoren. Beim
moglicherweise weniger effektiven TLR2-Signalweg konnte dagegen eine
Rezeptor-Hoch-Regulation notwendig sein, um eine ausreichende Antwort zu
gewahrleisten. Als andere madgliche Erklarung fir den beobachteten
Unterschied waren Angaben von Netea et al. zu nennen, wonach TLR2 in
erster Linie die Induktion anti-inflammatorischer Cytokine steuert’®. Somit
konnte die verstarkte TLR2-Expression ebenfalls als Schutzmechanismus
gewertet werden, denn die verstarkte Freisetzung anti-inflammatorischer
Cytokine wurde einer zu starken inflammatorischen Antwort entgegenwirken.
Diese These wird unterstutzt durch eine Arbeit von Hermoso et al., in der eine
gesteigerte TLR2-Expression auf mRNA-Ebene bei Alveolarepithelzellen nach
Stimulation mit dem proinflammatorischen Cytokin TNFa sowie nach Kontakt
mit Glukokortikoiden beschrieben wird®®. Im Fall der TNFa-Stimulation kénnte
es sich um den beschriebenen Mechanismus zum Schutz vor einer
uberschiellienden Entziindungsreaktion handeln. Der auf Glukokortikoid-Kontakt
ebenfalls beobachtete Effekt ist moglicherweise als Teil der Wirkung der anti-

inflammatorischen Potenz dieser Arzneimittelgruppe zu werten.
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Wie unter 4.6.5 dargestellt, wurde zusatzlich die Expression von TLR8
untersucht. Obwohl bisher, wenn Uberhaupt, nur vage Anhaltspunkte fir eine
TLR8-Beteiligung in der Literatur zu finden sind, konnten die beobachteten
Expressions-Veranderungen als Indiz fur eine Bindung von A. fumigatus-
Konidien an TLR8 angesehen werden. Ahnlich wie bei TLR4 kam es bei drei
von vier Spendern durch die Aspergillus-Stimulation zu einer reduzierten
Expression von TLR8. Da die Beteiligung von TLR4 an der Konidien-Erkennung

77 und es in diesem

als relativ gesichert angenommen werden kann
Zusammenhang zur TLR4-Minderexpression kommt, liegt der Rlckschluss von
der ebenfalls verminderten TLR8-Expression zur TLR8-Aspergillus-Interaktion
nicht fern.

Wahrend drei von vier Spendern nach diesem Muster reagierten, zeigten die
Zellen eines Spenders dagegen eine deutlich verstarkte TLR8-Expression
(siehe Abb. 23-C). Interessanterweise handelt es sich dabei um den selben
Spender, der auf die Konidien-Stimulation mit einer weitestgehend
unveranderten TLR4-Expression geantwortet hatte. Da dies auf eine defiziente
Funktion des TLR4 bei den DCs von Spender 1 schliel3en lies, wurden Zellen
dieses Spenders nachtraglich mit LPS inkubiert (4.7.1). Doch sowohl das sich
dabei zeigende IL12p40- als auch das TLR4-Expressionsmuster wiesen auf
eine normale TLR4-Funktion bezlglich der LPS-Erkennung hin.

Als Erklarung fur die gefundenen Unterschiede bei Spender 1 kbnnen deshalb
nur ungewisse Hypothesen in Erwagung gezogen werden. So koénnte die
Erkennung von A. fumigatus-Konidien durch TLR4 gestort sein, obwohl eine
normale LPS-Bindung stattfindet. Dies wurde die unter 4.6.5 dargestellte nicht
veranderte TLR4-Expression begrinden. Sollte es sich bei TLR8 tatsachlich um
einen Rezeptor flr Aspergillus-Konidien handeln, so ware es mdglich, dass es,
um die fehlende TLR4-Signalubermittlung zu kompensieren, zur gesteigerten
und nicht wie sonst beobachtet zur reduzierten TLR8-Expression kommt.

Es ist allerdings ausdricklich darauf hinzuweisen, dass die hier bezuglich TLR8
getroffenen Aussagen relativ spekulative Ansatze darstellen, die es in

zukunftigen Arbeiten zu erharten oder zu widerlegen gilt.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stimulation mit Konidiosporen
von Aspergillus fumigatus bei humanen Dendritischen Zellen zu einer
veranderten Expression aller drei untersuchten Toll-like-Rezeptoren gefuhrt hat.
Die dabei die TLR4-Expression betreffend gemachten Beobachtungen lassen
nach Vergleich mit Ergebnissen der LPS-Stimulation am eindeutigsten auf eine
Beteiligung dieses Rezeptors an der Aspergillus-Erkennung schlie3en.
Bezlglich der zu TLR8 getroffenen hypothetischen Aussagen wird es
interessant sein, ob zukunftige Forschungsergebnisse ahnliche Anhaltspunkte

beinhalten werden.

5.3 Spender- und pilzstammabhangige Variationen bei den

durchgefluhrten Experimenten

Wahrend bei der Stimulation von Dendritischen Zellen und Monozyten mit
Lipopolysaccharid die Variation der Ergebnisse zwischen den untersuchten
Spendern sehr gering war, ergaben sich bei den Aspergillus fumigatus-
Stimulations-Versuchen groRere Schwankungen. Meist war das Vorzeichen der
dabei beobachteten Expressionsveranderungen zwar gleich, das heif3t es kam
einheitlich unter alle Spendern zur Hoch- oder Herunter-Regulation eines Gens,
allerdings konnten erhebliche Unterschiede festgestellt werden bezlglich des
zeitlichen Beginns und des Ausmalles der Regulation von Cytokinen und
Rezeptoren auf mRNA-Ebene. Es stellt sich also die Frage, warum die
Ergebnisse bei der Konidien-Stimulation starker variieren, als dies bei der LPS-
Stimulation der Fall ist.

Bei LPS handelt es sich um ein PAMP mit sehr starker immunstimulierender
Potenz®®, wahrend die der A. fumigatus-Konidien deutlich geringer zu sein
scheint. Denn vergleicht man die Kontrolle der IL12p40-Expression nach LPS-
und Konidien-Kontakt, so fallt auf, dass die Zellen auf den LPS-Reiz mit einem
weitaus starkeren Anstieg der Expression reagierten (Abb. 15 und Abb. 20). Je
schwacher allerdings die ausgeldste Immunantwort ausfallt, desto starker fallen
vermutlich individuelle Besonderheiten der Spender ins Gewicht. Dabei kbnnen

sowohl konstante Faktoren wie beispielsweise genetische Polymorphismen®,
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als auch situative Einfliisse wie z. B. psychologischer Stress®® Einfluss auf die

Regulation der Immunantwort nehmen.

Ebenso wie die interindividuellen Unterschiede der Spender wirken sich bei
geringerer Stimulations-Effizienz auch minimale Verschiedenheiten zwischen
den zur Stimulation verwendeten Praparationen gravierender aus. So kann die
Pathogenitat zwischen verschiedenen Pilzstammen oder sogar schon zwischen
unterschiedlichen Kolonien schwanken, obwohl es sich jeweils um die selbe
Pilz-Spezies handelt®®3. Weil die eingesetzten Aspergillus fumigatus-Konidien
nicht nachweislich vom selben Stamm gewonnen wurden, muss dies als einer
der moglichen Faktoren angesehen werden, der die Spannbreite der
gemessenen Werte mitzuverantworten hat. AuRerdem ist ein Einfluss des Alters
der Konidiosporen auf ihre Virulenz nicht auszuschliel3en. Araujo et al. zeigten,
dass die Keimungsrate von Aspergillus-Sporen mit zunehmendem Alter
abnimmt®. Da bei den durchgefilhrten Stimulations-Versuchen jedoch kein
einheitliches Konidien-Alter festgelegt wurde, muss auch hierin eine mogliche

Ursache fur die variierenden Ergebnisse vermutet werden.

Somit lasst sich abschliellend feststellen, dass bei der Zell-Stimulation mit
Aspergillus fumigatus-Konidien zukunftig auf noch starker standardisierte
Versuchsbedingungen zu achten ist. So sollten jeweils gleichaltrige Konidien
eines festgelegten Stammes eingesetzt werden. Um zusatzlich eine spatere
Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaus zu gewahrleisten, wurden sich
beispielsweise Pilzstamme aus den Stammsammlungen der ATCC (American
Type Culture Collection) oder der DSMZ (Deutsche Stammsammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) anbieten. Aul3erdem kénnte an die Auswahl
nicht anonymer Blutspender gedacht werden, sodass ein Versuch bei von der
Norm abweichenden Ergebnissen zu einem spateren Zeitpunkt mit Zellen
desselben Spenders wiederholbar ware. Situative, storende Faktoren waren
somit eventuell zu rarefizieren. Um sowohl situative als auch interindividuelle
Variationen zwischen den Einzelexperimenten ausschlieBen zu koénnen,

mussten im Verlauf einer kompletten Versuchsreihe nur Zellen verwendet
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werden, die zu einem Zeitpunkt einem einzigen Spender entnommen wurden.
Moglich ware dies durch den Einsatz der Leukapherese, wodurch grofe

Mengen an PBMCs eines Spenders isoliert und anschlielRend kryokonserviert
werden konnten.
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6. Zusammenfassung

Toll-like-Rezeptoren gehdren zu den signaltransferierenden Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems. Uber sie werden Pathogen-assoziierte Muster
erkannt und es kommt zur inflammatorischen Immunreaktion, mit dem Ziel, die
eingedrungenen Pathogene zu eliminieren. In Dendritischen Zellen werden Uber
TLRs auRerdem das adaptive Immunsystem aktivierende Signale gesteuert.

Im Rahmen der durchgefuhrten Genexpressions-Analysen wurde im ersten Teil
der Arbeit beim Vergleich von Monozyten mit Dendritischen Zellen eine
entgegengesetzte Regulation des TLR4 nach Stimulation mit Lipopolysaccharid
entdeckt. Wahrend es bei Monozyten zu einer gesteigerten Expression nach
LPS-Kontakt kam, wurde TLR4, der LPS im Zusammenspiel mit Co-Rezeptoren
wie CD14 oder MD-2 bindet, bei DCs reduziert exprimiert. Daneben konnte
festgestellt werden, dass es bei Monozyten im Gegenzug zur vermehrten TLR4-
Expression zu einer Verminderung der CD14-Expression kam. Somit kann
schlussgefolgert werden, dass beide Zelltypen durch Herunter-Regulation der
Expression eines Rezeptors oder Co-Rezeptors einer LPS-Uberstimulation und
folglich der Enstehung eines lebensbedrohlichen endotoxischen Schocks
entgegenzuwirken scheinen.

Der zweite Abschnitt der Arbeit beschaftigte sich mit der Interaktion von
Dendritischen Zellen mit Aspergillus fumigatus-Konidien. A. fumigatus ist als
Ausloser einer oft tddlich verlaufenden invasiven Aspergillose insbesondere bei
immunsupprimierten Patienten sehr geflirchtet.

Durch Vergleich der ermittelten TLR4-Expressionsveranderungen mit denen
nach LPS-Stimulation durfte auf eine Beteiligung von TLR4 an der Bindung von
A. fumigatus-Konidien geschlossen werden, da es ebenfalls zu einer Herunter-
Regulation der TLR4-Gene auf mRNA-Ebene gekommen war. Ahnliche
Beobachtungen bei TLR8 lassen eine Interaktion zwischen diesem Rezeptor
und den Aspergillus-Konidien in Betracht ziehen. Da bisher keinerlei
Anhaltspunkte flr diese Theorie in der Literatur zu finden sind, mussen
diesbezugliche Hypothesen bis zur Klarung durch weitergehende

Untersuchungen mit Vorsicht betrachtet werden.
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Die bei der Untersuchung der Genexpression von MCP1 festgestellte
Verstarkung dieser nach Kontakt mit A. fumigatus-Konidien weist auf die
Beteiligung dieses Cytokins an der Immunantwort gegen Aspergillus-Konidien
hin.

Zusatzlich zu den bis hier getroffenen Aussagen muss festgehalten werden,
dass bei der Stimulation humaner DCs mit A. fumigatus-Konidien im Gegensatz
zur LPS-Stimulation teilweise eine erhebliche Variation der Ergebnisse
zwischen den einzelnen Experimenten aufgetreten war. Die geringere
immunstimulierende Potenz der Konidien im Vergleich zu LPS und damit der
starkere Einfluss spender- und pilzstammspezifischer Faktoren muss hierfur als

Ursache angenommen werden.
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