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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems ist es, den Koérper vor Infektionen durch
Pathogene (Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten) zu schitzen. Um dieser Aufgabe
gerecht zu werden, muss das Immunsystem das eingedrungene Pathogen
erkennen, von kdrpereigenem Gewebe unterscheiden und bekdmpfen kénnen.
Bei héheren Vertebraten wird dabei zwischen angeborener Immunitat (,innate

immunity“) und erworbener Immunitat (,adaptive immunity“) unterschieden.

1.1.1 Die erworbene Immunitat

Das adaptive Immunsystem erkennt Pathogene durch Antigenrezeptoren auf
der Oberflache von T- und B-Lymphozyten. Jede ungepragte T- oder B-Zelle
tragt nur Rezeptoren mit einer Spezifitit auf der Oberflache. Die
Rezeptorspezifitat wird durch genetische Rekombination wahrend der
Entwicklung der Zellen im Knochenmark und Thymus festgelegt, wodurch ein
sehr groBes Repertoire an Antigenrezeptoren entsteht (16). Auf diesen Prozess
folgt die somatische Selektion der Antigenrezeptoren, die die Auswahl der
relevanten Effektorzellen sowie die Elimination autoreaktiver Lymphozyten
beinhaltet.

Wenn ein rezirkulierender Lymphozyt sein spezifisches Antigen im peripheren
Lymphgewebe erkennt, kommt es zur klonalen Selektion und zur Proliferation
dieses Lymphozyten in eine Effektorzelle. Ein Teil der proliferierenden
Lymphozyten entwickelt sich zu Gedachtniszellen, die im Kérper zirkulieren und
somit bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen eine schnelle

Immunabwehr ausldésen konnen.

1.1.2 Die angeborene Immunitat

Die schnelle Erkennung und Reaktion auf in den Organismus eingedrungene
Pathogene und die Modulation der erworbenen Immunabwehr sind die
Hauptaufgaben des angeborenen Immunsystems (17).



Eingedrungene Krankheitserreger werden durch Rezeptoren von Zellen des
angeborenen Immunsystems (z.B. Makrophagen, neutrophile Granulozyten)
erkannt. Diese Rezeptoren, sogenannte mustererkennende Rezeptoren
(,pattern-recognition receptors®, PRRs, s. 1.1.2.2), erkennen bestimmte in der
Evolution hoch konservierte Strukturen, die als Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (,pathogen-associated molecular patterns®, PAMPs,
s. 1.1.2.1) bezeichnet werden (29). Des weiteren ist die Detektion von
Krankheitserregern auch  durch lésliche Faktoren wie z.B. das
Komplementsystem und Lektine sowie durch antimikrobielle Peptide méglich.
Durch die Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen, durch
Antigenprasentation humaner Leukozytenantigene (HLA) sowie durch die
Expression kostimulierender Molekile wird der weitere Verlauf der
Immunreaktion gesteuert. Es kommt zur klonalen Proliferation der dieses
Antigen erkennenden naiven CD4-T-Lymphozyten, die ihrerseits wiederum flr
die Aktivierung von B-Lymphozyten, CD8-T-Lymphozyten und weiteren
Makrophagen bendtigt werden (17).

1.1.2.1 Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs)

Pathogen-assoziierte molekulare Muster sind Strukturen, die in einer Vielzahl
von Mikroorganismen vorkommen. Beispiele flr Pathogen-assoziierte
molekulare Muster sind bakterielle Lipoproteine (BLPs), Lipopolysaccharide
(LPSs), Peptidoglykane (PGs), Mannane, Lipoteichonsauren (LTAs), Glykane,
doppelstrangige RNS und bakterielle DNS. PAMPs werden nur von
Mikroorganismen produziert und sind essentiell fiir deren Uberleben. Da sie
innerhalb einer Klasse von Mikroorganismen gleich sind, kann eine groBe
Anzahl von Mikroorganismen durch eine verhaltnismaBig geringe Anzahl von
mustererkennenden Rezeptoren erkannt werden (27).

Bakterielle Lipoproteine werden von allen Bakterien exprimiert. Durch deren
charakteristische  N-terminale Lipoaminosdure, N-acetyl-S-diacylglyceryl-
cystein, wird z.B. Toll-like-Rezeptor 2 aktiviert (3).



1.1.2.2 Mustererkennende Rezeptoren (PRRs)

Die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems kdénnen funktionell in drei
Klassen von mustererkennenden Rezeptoren eingeteilt werden, die nicht nur
auf der Zelloberflache, sondern auch intrazellular vorkommen (28).
Endozytotisch agierende Rezeptoren kommen auf der Oberflache von
Phagozyten vor und stimulieren die Ingestion erkannter Mikroorganismen.
Sezernierte Rezeptoren binden an mikrobielle Zellwande, markieren diese zur
weiteren Erkennung durch das Komplementsystem und Phagozyten und wirken
somit als Opsonine.

Die dritte Gruppe der mustererkennenden Rezeptoren sind auf der
Zelloberflache lokalisiert. Sie besitzen die Fahigkeit, Informationen Uber die
erkannten pathogenen Strukturen mit Hilfe von Signaltransduktionskaskaden in
die Zelle zu Ubermitteln, um auf diese Weise die Expression verschiedener
Gene zu induzieren. Toll-like-Rezeptoren sind dieser letzten Gruppe

zuzuordnen.

1.2 Toll-like-Rezeptoren (TLRs)

Der Zusammenhang zwischen Toll-Rezeptoren und dem angeborenen
Immunsystem wurde zuerst in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
entdeckt. Toll wurde als transmembranéarer Rezeptor identifiziert, dessen Gen
bei der Fruchtfliege entscheidend fir die dorsoventrale Polarisation der
Ontogenese ist (4;15).

Die zytoplasmatische Doméane des Drosophila-Toll-Rezeptors, Toll/Interleukin-
1-Rezeptor-Domane (TIR), zeigt Sequenzhomologien zum humanen
Interleukin-1-Rezeptor. Durch Aktivierung des jeweiligen Toll-Rezeptors werden
Signaltransduktionswege induziert, die unter anderem zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors nuklearer Faktor-xB (NF-xB) flhren (6). Basierend auf
dieser Ahnlichkeit wurde angenommen, dass der Toll-Signalweg eine Rolle in
der angeborenen Immunitét spielt. Diese Annahme konnte Lemaitre bestatigen,
indem er zeigte, dass antifungale und antimikrobielle Proteine nach der



Aktivierung von Mitgliedern der Drosophila-Toll-Rezeptorfamilie induziert
werden (23).

Medzhitov et al. entdeckten 1997 das erste humane Toll-Homolog, welches
spater als Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) bezeichnet wurde (30). Bis heute sind 11
Toll-like-Rezeptoren und drei Homologe dieser Familie auf den Chromosomen
1, 3, 4 und 9 lokalisiert worden.

Toll-like-Rezeptoren werden auf der Oberflache immunkompetenter Zellen
exprimiert (33), dabei kdnnen unterschiedliche Toll-like-Rezeptoren auch
gemeinsam  exprimiert  werden.  Toll-like-Rezeptoren  sind  Typ-1-
Transmembranrezeptoren (s.Abb. 1), deren extrazellulare N-terminale Domane
als leuzinreiche Doméne (,leucin-rich-repeats”, LRR) charakterisiert wurde. An
diese schliet sich ein zysteinreiches Areal (,leucin rich repeat C-terminal
domain“, LRRCT) an, auf das eine strukturell noch undefinierte
transmembranare Domane folgt (34). Der zytoplasmatische Anteil wurde als

Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Domane charakterisiert (TIR-Domane) (30).

Abbildung 1: Schemazeichnung TLR
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Von den Rezeptoren werden unterschiedliche Liganden erkannt, durch die der
jeweilige Rezeptor aktiviert und eine Signalkaskade ausgeldst wird. Die
Aktivierung der TLRs stimuliert u.a. Makrophagen zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine und antimikrobieller Molekihle und initiiert die
Reifung von dendritischen Zellen (17).

Die physiologische Funktion der einzelnen Rezeptoren wurde hauptséachlich in



Tierversuchen mit Ma&usen analysiert. TLR4 wird vor allem durch
Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien aktiviert. TLR5 hingegen erkennt
bakterielles Flagellin. Als intrazellular lokalisierter Rezeptor erkennt TLR9 nicht-
methylierte bakterielle DNS. Die Funktion von TLR3 liegt in der Erkennung von
doppelstrangiger RNS. Um mit einem gréBeren Spekirum von Liganden
interagieren zu kénnen, formt TLR2 Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 (36).
Diese Heterodimere binden mikrobielle Lipoproteine und Glykolipide und eine
Reihe anderer Bestandteile von Mikroorganismen. Durch diese Interaktionen
der Rezeptoren wird eine verbesserte und vielfaltigere Erkennung von

Pathogenen erreicht (41).

1.2.1 TLR-Signaltransduktion

Die Signaltransduktion der Toll-like-Rezeptoren, die nach deren Aktivierung
durch einen Liganden ausgel6st wird, basiert auf einer Kaskade intrazellularer
und biochemischer Abldufe. Durch Proteininteraktionen, Konformations-
anderungen und  Phosphorylierungen  wird eine  Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren bewirkt, die ihrerseits die Transkription der fir die
Immunantwort notwendigen Gene initiieren (s. Abb.2).

Die Toll-like-Rezeptoren aktivieren unterschiedliche Signalwege, deren
Ausgangspunkt die TIR-Doméne des Rezeptors darstellt. Diese wiederum
interagiert mit TIR-Domé&nen von verschiedenen Adaptermolekilen und fuhrt
somit zu deren Aktivierung.

Bei dem als erstes charakterisierten Signalweg wird das Adapterprotein MyD88
(.myeloid differentiation protein 88“) durch die Aggregation der TIR-Doméane
des TLR an die TIR-Domé&ne des Adapterproteins aktiviert. Dieser wird daher
als MyD88-abhangiger Signalweg bezeichnet (42). Der MyD88-abhangige
Signalweg kann von allen TLRs aktiviert werden und ist essentiell fir die
Produktion inflammatorischer Zytokine.

MyD88 besteht aus einer TIR-Doméne und einer Todesdomé&ne (,death-
domain®). Nach der Aktivierung des Adapterproteins wird dieses Uber
Todesdoman-Todesdoman-Interaktionen die Aktivierung der Interleukin-1-

Rezeptor-assoziierten Kinasen (IRAK) 1 und 4 vermittelt, die ihrerseits die



Phosphorylierung von TNF-Rezeptor-assoziiertem Faktor 6 (TRAF6) bewirken.
Nach der Phosphorylierung von TRAF6 kommt es zur Komplexbildung mit dem
Ubiquitin-konjungierendem Enzym 13 (UBC13), dem Ubiquitin-
konjungierendem Enzym E2 Variante 1 (UEV1A), der TGF-B-aktivierenden
Kinase 1 (TAK1) und den TAK1-bindenden Proteinen (TAB) 1 und 2. Dieser
Komplex induziert die Phosphorylierung des lkB-Kinase-Komplexes (,inhibitor
of nuclear factor-xB(IkB)-kinase complex®), bestehend aus den Kinasen IKKa,
IKKB und IKKy (1). Die Phosphorylierung von IKK, das im Zytoplasma
gebunden an NF-kB vorliegt, bewirkt den proteasomalen Abbau von IxB. Freies
NF-xB kann in den Zellkern wandern und fihrt dort zur Aktivierung von NF-kB-
abhangigen Genen, z.B. der Gene fir Interleukin-1 und Interleukin-6.

Kawai et al. konnten nachweisen, dass bei MyD88-Knockout-Mausen trotz
Stimulation mit Endotoxinen keine Aktivierung von NF-xB durch TLR2, TLR7
oder TLR9 stattfand (21). Dennoch konnte eine TLR4-induzierte NF-xB-
Aktivierung festgestellt werden, was auf das Vorhandensein eines MyD88-
unabhangigen Signalweges schlieBen lasst. TLR4 ist demnach in der Lage,
Transkriptionsfaktoren tber ein weiteres Adapterprotein, genannt TRIF (,TIR-
domain-containing adaptor-inducing IFN-B“), zu aktivieren. Dieser Signalweg,
auch als MyD88-unabhangiger Signalweg bezeichnet, kann des weiteren von
TLR3 induziert werden und fihrt zur Induktion von Interferon-f (50).

Ein weiteres TIR-Domanen enthaltendes Molekll wurde als TIR-Doméanen-
enthaltendes Adapterprotein (TIRAP) identifiziert. Bei TIRAP-Knockout-Mausen
konnte auf die Stimulation des TLR2 oder TLR4 mit den jeweiligen Liganden
keine Zytokinproduktion als positive Stimulationsantwort nachgewiesen
werden.TLR3, TLR7 und TLR9 zeigten jeweils eine normale Reaktion auf die
Stimulation. Bei Versuchen mit MyD88/TIRAP-Knockout-Mausen konnte jedoch
eine TLR4-induzierte Aktivierung von Interferon festgestellt werden. Dies deutet
darauf hin, dass TIRAP notwendig fir den MyD88-abhangigen Signalweg von
TLR2 und TLR4 ist (49).

Die Aktivierung von TLR2 kann dartber hinaus Uber einen weiteren noch nicht
genauer erforschten Signalweg mittels PI3-K (Phosphatidylinositol-3-Kinase)
und PKB (Proteinkinase B) ebenfalls zur Aktivierung von NF-«xB fihren (5;13).



Abbildung 2: Zellaktivierung durch pathogen-assoziierte molekulare
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Der Erkennung von unterschiedlichen PAMPs durch TLR2 (,pathogen-associated molecular
pattern”) folgen intrazelluldre Signalkaskaden, die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
(NF-xB, nuklearer Faktor-kB) und schlieBlich zur Geninduktion fiihren. Der MyD88(,myeloid
differentiation protein 88”)-abhangige Signalweg bewirkt lber die Aktivierung von Kinasen die
Phosphorylierung des IKK-Komplexes (,inhibitor of nuclear factor-xB(IxB)-kinase complex®).
Dies fuhrt zur NF-xB-Freisetzung. Alternativ kann NF-xB Uber PI3-K (,phosphatidylinositid-3
kinase”) und PKB (,protein kinase B*) aktiviert werden.



1.3 Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2)

Das TLR2-Gen ist auf der chromosomalen Region 432 lokalisiert. Die dort
kodierte DNS-Sequenz besteht aus 2352 Basenpaaren, also aus insgesamt
784 Aminosauren. Die extrazellulare Domane (LRR-Doméane) des
Transmembranrezeptors wird von den Aminosduren 1 bis 588, die
transmembrandre Doméane von den Aminosduren 589 bis 609 und die
zytoplasmatische Domane (TIR-Doméne) von den Aminosauren 610 bis 784
gebildet. TLR2 besteht aus zwei Exons, wobei das zweite Exon den gesamten
codierenden Bereich umfasst (14).

Auf Zellen des hamatopoetischen Systems (z.B. Monozyten, Granulozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen) sowie auf T- und B-Lymphozyten werden
Toll-like-Rezeptoren 2 am starksten exprimiert. Die extrazellulare Doméne des
Rezeptors spielt eine entscheidende Rolle in der Spezifitat der
Ligandenerkennung und der Dimerisation mit TLR1 und TLR6. TLR2 ist fur die
Erkennung mikrobieller Antigene (z.B. Lipopeptide, PAMPs,
Lipopolysaccharide) verantwortlich (22). Durch die Bindung eines Liganden an
den Rezeptor kommt es zur Zellaktivierung, Zytokinausschittung und in
Abhangigkeit von den Liganden auch zur Apoptose (3;22). Die durch die TLR2-
Aktivierung ausgeldste Genexpression ist abhangig von dem Liganden und dem
durch diesen aktivierten Signalweg (18).

Bereits 1999 gelang der Nachweis, dass grampositive Bakterien Gber TLR2 das
Immunsystem aktivieren (51). Diese Tatsache ist von besonderer klinischer
Relevanz, da grampositive Bakterien eine Hauptursache fir schwere
Infektionen mit Organversagen oder septischem Schock darstellen.

Van Der et al. konnten z.B. zeigen, dass schistosomale Phosphatidylserine
TLR2 aktivieren, und dass diese Aktivierung notwendig fir die Induktion von
Interleukin-10-produzierenden regulatorischen T-Lymphozyten ist (47).

Wie unterschiedlich die Auswirkungen einer Aktivierung des Rezeptors
ausfallen, konnten Aliprantis et al. darstellen, indem sie im Zellversuch
nachwiesen, dass die Aktivierung von TLR2 durch bakterielle Lipoproteine
sowohl Apoptose als auch NF-kB-Aktivierung bewirken kann (2).

Des weiteren ist TLR2 far die Erkennung von endogenen Substanzen



verantwortlich, die von nekrotischen oder apoptotischen Zellen ausgeschittet
werden (11). Dem Rezeptor wird somit auch eine anti-apoptotische Funktion
zugeschrieben. Ohashi et al. und Vabulas et al. postulierten das
Hitzeschockprotein 60 (HSP60) als potenten Stimulus fiir eine TLR2-Aktivierung
und somit eine Zytokinausschittung (44;45).

Die GréBe und Vielfalt des durch TLR2 detektierbaren Ligandenspektrums liegt
zum einen darin begriindet, dass TLR2 in der Lage ist sowohl Homodimere als
auch Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 zu formen (36). Durch diese
Interaktion der Rezeptoren wird eine verbesserte und vielfaltigere Erkennung
von Pathogenen erreicht (40).

TLR2 nimmt aufgrund seiner groBen Variabilitdt der Reaktionsmuster auf eine
Vielzahl unterschiedlicher Liganden einen besonderen Stellenwert innerhalb der
Gruppe der TLRs ein.

1.4 Polymorphismen von Toll-like-Rezeptoren

Polymorphismen sind Varianten unterschiedlicher Gensequenzen in einer
Bevolkerung mit einer Frequenz gréBer als 1%, die z.B. durch Deletion
einzelner Basenpaare der DNS entstehen kénnen.

Toll-like-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Immunantwort eines
Organismus auf ein eingedrungenes Pathogen. Treten Polymorphismen auf,
kann die ,normale“ Immunreaktion des Organismus auf ein eingedrungenes
Pathogen veréandert sein. Die Auswirkung eines Polymorphismus ist abh&ngig
davon, ob die Aminosauresequenz durch diesen verandert worden ist. Treten
lediglich  einzelne  Nukleotidpolymorphismen  ohne  Anderung  der
Aminosauresequenz auf, werden diese als synonyme Polymorphismen
bezeichnet. Wird die Aminosduresequenz verandert spricht man von nicht-
synonymen Polymorphismen, deren funktionelle Relevanz im Einzelfall zu
klaren ist.

Kang et al. konnten bereits zeigen, dass Patienten, die eine Mutation des TLR2-
Gens aufweisen, signifikant niedrigere Interleukin-2-Serumspiegel aufweisen

als solche, die keine Aminosaureveranderungen im TLR2-Gen besitzen (20).



1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Gensequenz fir den kodierenden Bereich
des TLRZ2 analysiert. Die Proben sind im Rahmen einer klinischen Studie, die
sich mit der Erkrankung der Schistosomiasis befasst hat, Patienten in Gabun
(Westafrika) entnommen worden. Die Gensequenz wurde auf mdgliche
Polymorphismen untersucht. Dabei wurden sechs Polymorphismen gefunden,
von denen ein Polymorphismus in der Literatur noch nicht beschrieben worden
ist.

Die Isolierung der Gensequenz dieses Polymorphismus, dessen Rekonstruktion
und Einbringung in ein Plasmid sowie die anschlieBenden Zellkulturversuche
dienten als Ansatz, um der Frage nach der Funktionalitat dieser Mutation im
TLR2 und deren Auswirkungen auf das Immunsystem nachzugehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Puffer und Medien

2.1.1 Bakterienmedium (LB-Medium)

Ansatz fur einen Liter:

Bactotryptone 10 g
Bacto-Yeast-Extrakt 59
NaCl 109

Nach dem Abwiegen der Chemikalien werden diese in einem Erlenmeyerkolben
in einem Liter Aqua dest. mit einem Magnetrihrer aufgeldst. Der pH-Wert der
Ldésung wird auf 7,0 eingestellt und dann autoklaviert. Nachdem die Lésung
abgekuhlt ist, kann man zur weiteren Verwendung Antibiotika zusetzen. In

dieser Arbeit wurde stets Ampicillin verwendet.

2.1.2 Agarplatten

FOr die Herstellung von Agarplatten wird dem, wie in 2.1.1 beschrieben,
angefertigtem LB-Medium 15 g/l Agar zugefigt. Nachdem die Ldésung
autoklaviert und auf Handwarme abgekdhlt ist, wird das gewinschte
Antibiotikum (z.B. 50 pg/ml Ampicillin) zugegeben und anschlieBend je 30 ml in
die Petri-Schalen (ca. 10 cm Durchmesser) gegossen. Die Platten werden
sofort mit dem Deckel verschlossen, nach ca. eine Stunde Verfestigungszeit bei
Raumtemperatur umgedreht und im Warmeschrank bei 37°C Uber Nacht
getrocknet. Die Aufbewahrung der fertigen Agarplatten erfolgt im Kahlschrank.
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2.1.3 Phosphatgepufferte Kochsalzl6sung (10xPBS)

Ansatz fur einen Liter:

NaCl (1,37 M) 80 g
KCI (27 mM) 2g
NasHPO, x 2H,0 (43 mM) 7,65 g
KH2PO, (14 mM) 2g

Das Gemisch wird in 800 ml Aqua dest. Aufgelést. Der pH wird auf einen Wert
von 7,3 bis 7,4 eingestellt und anschlieBend mit Aqua dest. auf ein Volumen
von einem Liter aufgeflllt und autoklaviert.

2.1.4 Tris-Borat-EDTA-Puffer (10xTBE-Puffer)

Ansatz fir einen Liter:

Tris (0,9 M) 108 ¢
Borséaure (0,9 M) 55,8 g
EDTA (20 mM) 7,44 g

Die Chemikalien werden in einem Liter Aqua dest. vollstandig gelést und vor
Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdinnt.

2.1.5 Probenpuffer flir Agarosegele

Zusammensetzung des Probenpuffers:

Xylencyanol 0,1%
Bromphenolblau 0,1%
Glycerin 40%
EDTA 10 mM
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2.1.6 Phosphat-Puffer (2xHBS)

Far die Herstellung des 2xHBS-Phosphat-Puffers werden folgende Chemikalien

verwendet:
NaCl 8,18 ¢
HEPES 5,94 g
NasHPO4 0,29

Die Chemikalien werden in 450 ml Aqua dest. Geldst. Die Lésung wird auf
einen pH-Wert von 7,12 eingestellt. AnschlieBend wird die Ldésung auf ein
Gesamtvolumen von 500 ml mit Aqua dest. aufgefillt, unter der Sterilbank
filtriert und in Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots werden bis zum Gebrauch bei

-20°C gelagert.

2.1.7 SOB-Medium

Ansatz fur einen Liter:

Bacto-Tryptone 209
Bacto-Yeast-Extrakt 59
NaCl 0,59
KCI (1 M) 2,5ml

Die Chemikalien werden in 900 ml Aqua dest. gelést und auf einen pH-Wert von
7,0 eingestellt. Das Volumen wird mit Aqua dest. auf 990 ml aufgefillt. Die
Lésung wird autoklaviert und vor Gebrauch wird 10 ml steriles MgCl, (1 M)

zugeflgt.
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2.2 Verwendete Plasmide

Tabelle 1: Zur Transfektion verwendete Plasmide

und einen HSV-TK Promotor

Name Beschreibung Herkunft

pEGFP-C1 Plasmid kodiert GFP mit CMV IE | Clontech  Laboratories,
Promoter California, USA

pRL-TK Enthalt  Renilla-Luziferase-Gen | Promega, Madison, USA

6NF-xBtkluc.neo

Enthalt

Firefly-Luziferase-Gen und einen

NF-kB-Bindungsstelle,

Thymidin-Kinase-Promotor

Martin Bergmann et. al.,
Department of Thoracic
Medicine, England

pcDNA3 Enthalt CMV-, T-7-, Sp6-, SV40- | Invitrogen, Karlsruhe,
Promotor (s. 2.2.1) Deutschland

NIK pcDNA3 mit NF-kB- | Benjamin ~ Mordmdiller,
induzierendem Kinase-Gen Tropeninstitut Tlbingen

SPHA pcDNAS3 mit TLR2 ohne eigenes | Benjamin Mordmdller,
Signalpeptid, daflr mit dem|Tropeninstitut Tlbingen
Signalpeptid von pdGF-Rezeptor
(Invitrogen)

TLR2-Wildtyp SPHA mit 2. Exon des TRL2 Jutta Wolff, diese Arbeit

(H571)

TLR2-Mutante
(R571)

SPHA mit 2. Exon des TLR2 mit
dem Polymorphismus Histidin
(H) zu Arginin (R) an der Position
571

Jutta Wolff, diese Arbeit
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2.2.1 pcDNA3

Abbildung 3: Plasmid pcDNA3 (Invitrogen)
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Der Vektor SPHA (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Benjamin
Mordmodller, Institut fir Tropenmedizin Tlbingen) wird als Ausgangsvektor far
die Klonierungen verwendet. Als Grundlage dient der pcDNA3-Vektor
(s.Abb. 3), in dessen BamH1-Schnittstelle das zweite Exon des TLRZ2 eingeflgt
wird (s. 2.11). Das Signalpeptid des TLR2 wird durch das Signalpeptid des
pdBF-Rezeptors (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ersetzt. Dieses
Signalpeptid ist flr den Transport des Rezeptors an die Oberflache der Zelle
verantwortlich. Zur Klonierung des Wildtyps wird der kodierende Bereich des
zweiten Exons des TLRZ2 zwischen die Schnittstellen der Enzyme BamH1 und
Xho1 eingefligt. Die Mutation wird durch einen Basenaustausch von Guanin zu
Adenin an Position 20331 des TLR2 im Wildtyp-Plasmid konstruiert (s. 2.9).

15



2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein In-vitro-Verfahren zur Amplifikation von DNS-Fragmenten

definierter LAnge und Sequenz.

Eine PCR-Reaktion lauft in Zyklen mit drei sequentiellen Phasen ab:

1. die Denaturierung der Doppelstrang-DNS

2. die Hybridisierung der Starteroligonukleotide (,Annealing")

3. die Reduplikation der Einzelstrange durch eine temperaturstabile DNS-
Polymerase (Extension)

Die Lange der neu gebildeten Doppelstrange entspricht dem Abstand zwischen
den beiden Primern, und somit dem gewlinschten DNS-Fragment. Durch die
PCR wird eine exponentielle Vervielfaltigung der fur die Primer spezifischen
Region erreicht.

Alle PCR-Programme werden mit dem Hybaid Omn-E (ThermolLife Science)
ausgefiihrt. Die Reaktion wird mit einer zwei Minuten langen Phase bei 94°C
begonnen, um die vollstindige Denaturierung der Matrizen-DNS zu
gewahrleisten. Ein Amplifikationszyklus umfasst die Denaturierung mit einer
Dauer von einer Minute bei 94°C, den Hybridisierungsschritt mit einer Dauer
von einer Minute bei 50°C sowie der Polymerisation Uiber drei Minuten bei einer
Temperatur von 72°C. Dieser Zyklus wird insgesamt 38 Mal wiederholt. Nach
Beendigung der 38 Zyklen schlieBt sich eine einmalige Extensionsphase von
10 Minuten an (s.Tab. 2).

Der Reaktionsansatz fir die Klonierungs-PCR wird in EppendorfgefaBen
(500 pl) auf Eis pipettiert.
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Reaktionsansatz :

Aqua dest.
Reaktionspuffer (10-fach, QIAGEN, Hilden, Deutschland)
MgCl. (QIAGEN, Hilden, Deutschland)
dNTPs (40 mM)

Tag-Polymerase (1 U/ul)

Bam-TIr2-F (vorwarts)
Xho-TIr2-R (rickwarts)

33,8 pl

0,5 ul
0,2 ul

Template DNS 1,5 pl
Tabelle 2: Klonierungs-PCR
Phase | Vorgang Temperatur (°C) Dauer

1. | Primardenaturierung 94 2 Minuten

2. | Denaturierung 94 1 Minute |
Hybridisierung 50 1 Minute 38
Polymerisation 72 3 Minuten Zykllen

3. | Extension 72 10 Minuten

Die Amplifikation der gewinschten DNS-Sequenz wird mit einer Agarosegel-

elektrophorese Uberpruft.

2.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide werden mit Aqua dest. auf eine Konzentration von

1 ul/100 uM eingestellt und vor Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdinnt.

Die in Tabelle 3 aufgelisteten Oligonukleotide werden alle von QIAGEN Operon

GmbH (KéIn, Deutschland) bezogen.
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Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide

Die Tabelle zeigt die verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten Primer als Tripletts der Basen
A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin und T=Thymin (Bp=Basenpaare).

Lange
Primer Sequenz in 5’- 3’-Richtung .
(in Bp)
1.) Primer fiir die Sequenzierungsreaktion
Juta-1 CAC TCA GGA GCA GCA AGG ACT 21-mer
Juta-2 CAT ATA CCG CAG GCC ATG GAAA 22-mer

2.) Primer zur Herstellung der Fragmente fiir die Ligation

Bam-TIr2-F | TTT GGA TCC CTC TCC AAG GAA GAATCC TCC | 30-mer
Xho-TIr2-R TTT CTC GAG CTA GGA CTT TAT CGC AGC 27-mer

3.) Primer fur Mutagenese-PCR

GAC TCT CCA TCC CAT GTG CAT GGC CAG CAG

JuttMutF 35-mer
GGT CA
TGA ACC TGC TGG CCA TGC ACATGG GAT
JuttMutR 35-mer
GGA GAG TC

2.5 Analytische und praparative Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der DNS wird durch ihre negative Ladung
ermdglicht, so dass DNS-Fragmente entsprechend ihrer GroBe mit jeweils
unterschiedlicher Laufgeschwindigkeit in Richtung Anode wandern. Kleine
DNS-Fragmente wandern dabei schneller als groBe DNS-Fragmente.

Abhangig von der GréBe der zu trennenden DNS-Fragmente werden 1 bis
2%-ige Agarosegele verwendet. Hierzu wird 1 bzw. 2 g Agarose in 100 ml
1xTBE-Puffer (s. 2.1.4) aufgekocht, abgekihlt und dann mit Ethidiumbromid in
einer Konzentration von 10 mg/ml versetzt, um eine visuelle Darstellung zu

erm@glichen. Danach wird das Gel in einen Trager gegossen und mit einem
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Probenkamm versehen, damit nach Abkihlung und Verfestigung des Gels
Geltaschen zum Auftragen der DNS-Proben erhalten bleiben. Das feste Gel
wird, nach der Entfernung des Probenkammes, in eine mit 10xTBE-Puffer
geflllte Elektrophoresekammer gelegt.

Nachdem die zu analysierenden Proben mit einem Probenpuffer (s. 2.1.5)
vermischt worden sind, werden sie in die Geltaschen pipettiert. Gleichzeitig wird
auch ein DNS-GréBenmarker zur GréBenbestimmung (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) aufgetragen. Je nach GrdéBe und Konzentration der DNS-Proben
wird dann eine Spannung von 80 bis 200 Volt an die Elektrophoresekammer
angelegt. Nach 20 bis 60 Minuten kann man die DNS-Banden unter UV-Licht

betrachten, deren GréBe abschatzen und fotografisch dokumentieren.

2.6 Verfahren zur Reinigung von DNS

2.6.1 E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit

Das E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit (PeqlLab Biotechnology, Erlangen, Deutschland)
wird verwendet, um DNS-Amplifikate aus PCR-Reaktionsansatzen
aufzureinigen.

Das folgende Protokoll wird mit einer Biofuge pico Zentrifuge (Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland) und 10000 x g bei allen
Zentrifugationsschritten durchgefthrt.

Der PCR-Ansatz wird durch Vortexen mit 4 bis 5 Teilen CP-Puffer gemischt und
auf eine HiBind®-Zentrifugensaule, die zuvor in ein Sammelrdhrchen (2 ml)
gestellt wird, pipettiert. Die Saule wird fir eine Minute zentrifugiert. Der
Saulendurchfluss wird verworfen. Zum Waschen der DNS werden 750 ul DNS-
Waschpuffer auf die Saule gegeben und diese erneut fir eine Minute
zentrifugiert. Der Saulendurchfluss wird verworfen. Der Waschschritt wird noch
einmal wiederholt. Die Zentrifugensaule wird durch zweiminltiges zentrifugieren
getrocknet.

Zur Elution der DNS wird die Zentrifugensdule in ein sauberes
Zentrifugenréhrchen (1,5 ml) gestellt, mit 50 pl sterilem, deionisiertem Wasser
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beflllt und fir eine Minute zentrifugiert. Der DNS-Gehalt kann anschlieBend
durch eine Agarosegelelektrophorese bestimmt werden.

2.6.2 NucleoSpin® Extract Kit

Das NucleoSpin® Extract Kit (Machery-Nagel, Diiren, Deutschland) kann sowohl
zur Aufreinigung von PCR-Produkten als auch zur Extraktion von DNS aus

einem Agarosegel verwendet werden.

Protokoll zur Aufreinigung von PCR-Produkten :

Das PCR-Produkt wird mit vier Teilen NT2-Puffer gemischt. Ein NucleoSpin®

Extract-Zentrifugenréhrchen wird in ein Sammelréhrchen (2 ml) gestellt, mit der
Probe geflllt und flr eine Minute bei 13000 x g =zentrifugiert. Der
Saulendurchfluss wird verworfen. Zum Waschen der DNS werden 600 pl NT3-
Puffer auf die Saule gegeben und erneut eine Minute bei 13000 x g
zentrifugiert, der Saulendurchfluss wird verworfen. Danach werden 200 pl NT3-
Puffer in die Saule pipettiert und fir zwei Minuten bei 13000 x g zentrifugiert.
Zur Elution der DNS wird die Saule in ein neues Eppendorfgefa3 (1,5 ml)
gestellt und mit 50 pl NE-Elutionspuffer geflllt. Nach einer Inkubationszeit von
einer Minute bei Raumtemperatur wird die Saule in dem EppendorfgefaB bei
13000 x g zentrifugiert. Der DNS-Gehalt kann anschlieBend durch eine
Agarosegelelektrophorese bestimmt werden.

Protokoll zur DNS-Extraktion aus Agarosegelen:

Die gewilnschte Bande wird mit einem sauberen Skalpell Uber dem UV-Licht
aus dem Agarosegel geschnitten, in ein EppendorfgefaB Uberfihrt und
gewogen. Pro 100 mg Agarosegel werden 300 ul NT1-Puffer hinzugeflgt. Die
Probe wird dann bei 50°C 5 bis 10 Minuten bis zur vollstandigen Auflésung des
Gels inkubiert. RegelméBiges vortexen beschleunigt diesen Vorgang.

Um die DNS an die Saulenmembran zu binden, wird die S&ule in ein
EppendorfgefaB (2 ml) gestellt und fir eine Minute bei 8000 x g zentrifugiert.
Der Durchfluss wird verworfen. Zum Waschen der DNS werden zunachst
600 ul NT3-Puffer auf die Sdule gegeben und diese wird erneut fir eine Minute
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bei 11000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen. Im zweiten
Waschschritt wird 200 pl NT3-Puffer auf die Saule pipettiert und diese bei
11000 x g zentrifugiert.

Zur Elution der DNS aus der Saulenmembran wird die S&ule in ein sauberes
Eppendorfgefa (1,5 ml) gestellt, mit 50 yl NE-Elutionspuffer gefillt und fir eine
Minute bei 11000 x g zentrifugiert.

2.7 Transformation in E. coli

Zur Vervielfaltigung der Plasmide wird das Bakterium Escherichia coli (E. coli)
als Expressionssystem ausgewabhilt.

Far die Transformation werden 75 pl E.coli-DH5a-Zellen (freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von Benjamin Mordmudller, Institut fir Tropenmedizin,
Tlbingen) eingesetzt. Die kompetenten Zellen werden mit 1 pl Plasmid-DNS
vermischt. Zum Einbringen der Plasmid-DNS in die Bakterienzelle wird der
gesamte Ansatz flr 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wird der Ansatz
fir 90 Sekunden auf 42°C erhitzt, um die Aufnahme der DNS in die Zelle zu
erhdhen. Danach werden die Zellen fur drei Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend mit 450 yl SOB-Medium (s. 2.1.7) versetzt.

Zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz wird der Transformationsansatz
60 Minuten bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Um plasmidtragende Klone
zu selektionieren, werden 50 pl des Ansatzes auf antibiotikahaltigen LB-
Agarplatten (s. 2.1.2) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
verwendeten Plasmide kodieren flr eine Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin,
so dass die Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben, sich auf den
antibiotikahaltigen Agarplatten vermehren kénnen. Alle anderen Zellen werden
durch das Antibiotikum am Wachstum gehindert.
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2.8 Isolierung und Quantifizierung von Plasmid-DNS aus Bakterien

2.8.1 Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNS

Flr die Isolierung von bis zu 25 pg Plasmid-DNS wird das E.Z.N.A.® Plasmid
Miniprep Kit | (PegLab Biotechnology, Erlangen, Deutschland) verwendet.
Dieses Kit basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse mit nachfolgender DNS-
Adsorption an einer Silikanmembran.

FOr die Praparation der Plasmide werden 3 ml LB-Medium mit einer das
Plasmid enthaltenden Bakterienkolonie beimpft und bei 37°C Uber Nacht auf
einem Schiittler inkubiert. 2 ml dieser Ubernachtkultur werden in ein
EppendorfgefaB3 tberfihrt und eine Minute bei 13000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das erhaltene Bakteriensediment in
250 ul Lésung | (RNAse A) resuspendiert. Durch Zugabe von 250 ul Lésung |l
werden die Zellen lysiert. Um eine Denaturierung der DNS zu verhindern,
werden weitere 350 ul Lésung lll zugesetzt. Der Ansatz wird far 10 Minuten bei
13000 x g zentrifugiert.

Der plasmidhaltige Uberstand wird auf eine HiBind®-Miniprep-Zentrifugenséule
gegeben und fur eine Minute bei 13000 x g zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Die nun gebundene Plasmid-DNS wird mit 500 pl HB-Puffer
gewaschen und fir eine Minute bei 13000 x g zentrifugiert. Im zweiten
Waschschritt wird 750 pl DNS-Waschpuffer auf die Saule gegeben und bei
13000 x g zentrifugiert. An den Waschschritt schlieBt sich eine Trocknung der
Silikanmembran an, die fr zwei Minuten bei 13000 x g durchgefiihrt wird.

Zur Elution der DNS wird die Zentrifugenséaule in ein sauberes Eppendorfgefaf
gestellt, mit 50 pl Aqua dest. beflllt und far eine Minute bei 13000 x g

zentrifugiert.

2.8.2 Isolierung groBer Mengen Plasmid-DNS

Fir die Praparation von bis zu 500 ug Plasmid-DNS wird das QIAGEN Plasmid
Maxi Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet. Fir die Praparation der
Plasmide werden 3 ml LB-Medium mit einer das Plasmid enthaltenden
Bakterienkolonie beimpft und bei 37 °C Uber Nacht auf einem Schattler inkubiert.
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Der Ansatz der Ubernachtkultur wird in 300 ml LB-Medium gegeben und erneut
bei 37°C auf einem Schttler Gber Nacht inkubiert.

Die Ubernachtkultur wird fiir 20 Minuten bei 4400 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das erhaltene Bakteriensediment wird mit
10 ml P1-Puffer resuspendiert. Dazu werden 10 ml P2-Puffer gegeben. Der
Ansatz wird 4 bis 6 Mal invertiert und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend werden 10 ml des zuvor auf 4°C geklhlten P3-Puffers
hinzugeflgt, der Ansatz wird invertiert und fir 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Dabei wird das Lysat mit Kaliumacetat neutralisiert. Zelldebris, Proteine und
chromosomale DNS prazipitieren durch die hohe Salzkonzentration als Salz-
Detergenz-Komplex. Die kleinere Plasmid-DNS renaturiert und bleibt in Lésung.
Der flockige Ansatz wird nun fir 45 Minuten bei 4400 x g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wird in ein neues Falcon-Réhrchen (50 ml) gegeben und erneut
flr 45 Minuten bei 4400 x g und 4°C zentrifugiert, das Pellet wird verworfen.
Wahrend der Zentrifugation wird ein QIAGEN-tip 500 vorbereitet, indem man
dieses mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert. Der Uberstand des zentrifugierten
Ansatzes wird nun auf das QIAGEN-tip gegeben. Nach vollstdndigem
Durchlaufen des Ansatzes wird das QIAGEN-tip zwei Mal mit je 30 ml QC-
Puffer gewaschen. Um die DNS aus der Saule zu eluieren, wird die Saule in ein
neues Falcon-Réhrchen (50 ml) gestellt und mit 15 ml QF-Puffer beflillt. Die
DNS im Eluat wird durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol ausgefallt und dann
fiir 30 Minuten bei 4400 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig
entfernt, das DNS-Pellet mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und
15 Minuten bei 4400 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt.
Damit das Ethanol verdunstet wird das DNS-Pellet fur 5 bis 10 Minuten an der
Luft getrocknet. Das DNS-Pellet wird in 200-300 ul Aqua dest. geldst.

2.8.3 Konzentrationsbestimmung von DNS-Lésungen

Die Ermittlung der DNS-Konzentration in den Proben erfolgt durch
Extinktionsmessung mit dem Nano Drop Spekirometer (Nano Drop
Technologies, Montchamin, USA) bei 260 nm.
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2.9 Einfugen einer Punktmutation in ein Plasmid

Flr die Insertion einer Punktmutation in ein Plasmid mittels PCR wird das

QuikChange® XL Site-Mutagenesis Kit (Stratagene Cloning Systems, La Jolle,

USA, s.Abb. 4) verwendet. Als Matrize dient ein doppelstrangiger Vektor. Die

zwei ca. 30 Basenpaare langen Primer JuttMutF und JuttMutR (s.Tab. 3), die

komplementér zueinander und zu dem zu mutierenden Locus im Plasmid sind,

lagern sich wahrend der PCR an das denaturierte Plasmid an.

Der jeweils neu synthetisierte Strang enthdlt den Primer und damit die

gewlnschte Mutation. Nach einigen Zyklen entstehen hauptsachlich Plasmide,

die die gewlnschte Mutation enthalten. Details zur Mutagenese-PCR sind in

Tabelle 4 enthalten.

Mutagenese-PCR

(Ansatz 50 pl):

10xReaktionspuffer

dNTPs

JuttMutF (Primer 1)
JuttMutR (Primer 2)

5ul
1 pl
(125 ng) 1,25 pl
(125 ng) 1,25 pl
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Template DNS (10 ng) 1 ul
Aqua dest. 37,5 ul
PfuTurbo DNS Polymerase 1 ul
Tabelle 4: Mutagenese-PCR
Phase | Vorgang Temperatur (°C) Dauer
1. | Prim&rdenaturierung 95 1 Minute
2.| Denaturierung 95 50 Sekunden |
Hybridisierung 60 50 Sekunden 38
Polymerisation 68 8 Minuten Zykllen
3. | Extension 68 7 Minuten



Nach der Mutagenese-PCR wird die Probe mit 1 ul Dpn | verdaut, um die nicht
mutierten Ursprungsplasmide aus der Probe zu entfernen. Die Restriktions-
endonuklease Dpn | schneidet nur methylierte DNS und somit nur Plasmide die
von Bakterien gebildet worden sind und nicht die durch die PCR synthetisierten.
Dieser Ansatz wird eine Minute zentrifugiert und dann fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wird die Probe in E. coli transformiert (s. 2.5). Von den
Kolonien wird eine Mini-Préaparation (s. 2.8.1) angefertigt. Die gewonnene DNS
wird mit dem E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit (s. 2.6.1) gereinigt und sequenziert
(s. 2.10).

Abbildung 4: Prinzip des QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit

1. Préparation des Ursprungsplasmid
Plasmids ®©
© 4—— Stelle der
gewtlnschten
* Mutation (Zielbase)

2. Mutagenese-PCR:
Anlagerung der
Mutagenese-Primer

3. Extension der
mutierten Strange

4. Verdau der nicht
mutierten Ursprungs-
plasmiden mit Dpn |

Plasmid-Mutante

5. Transformation in E. coli
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2.10 Sequenzierung von DNS

Zur Uberpriffung der genauen Basenabfolge eines DNS-Stiickes wird eine
DNS-Sequenzierung durchgefiuhrt. Fir die Sequenzierung doppelstrangiger
DNS wird die Kettenabbruchmethode nach Sanger verwendet (38).

Man gibt dem Reaktionsgemisch Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTP)
zu, an die, wenn sie in ein DNS-Molekihl eingebaut worden sind, die DNS-
Polymerase kein weiteres NTP mehr anhangen kann und es somit zu einem
Kettenabbruch an definierten Positionen kommt. Dadurch entstehen
unterschiedlich lange DNS-Molekile, die abhangig von ihrer letzten Base
unterschiedlich fluoreszieren. Diese DNS-Molekile werden mit Hilfe eines
Sequenziergerates aufgetrennt. Die unterschiedlichen Fluoreszenzen, und
somit die korrespondierenden Basen, werden darin mit einem Laser detektiert.

2.10.1 Sequenzierungsreaktion

Fir die Sequenzierungsreaktion wird Matrizen-DNS in einer Konzentration von
3 ng eingesetzt. In ein Eppendorfgefa werden 10 pmol (0,5 ul) gereinigte
Oligonukleotide Juta-1 und Juta-2 und 2 pl BigDye Terminator Reaktionsmix
(Applied Biosystems, Foster City, USA) sowie die Matrizen-DNS gegeben. Der
Reaktionsansatz wird mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 10 ul
aufgefullt. AnschlieBend wird der Ansatz in einem Hybaid Omn-E (ThermolLife
Science) inkubiert. Wie bei der Polymerasekettenreaktion erfolgt die Inkubation
in drei Schritten (s.Tab. 5).

Tabelle 5: Sequenzierungsreaktion

Phase | Vorgang Temperatur (°C) Dauer
1. | Prim&rdenaturierung 95 1 Minute
2. | Denaturierung 96 30 Sekunden |
Hybridisierung 50| 15 Sekunden 40
Polymerisation 60 4 Minuten Zykllen
3. | Extension 68 7 Minuten
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2.10.2 Aufreinigung der Produkte der Sequenzierungsreaktion

Die Reaktionsprodukte werden mit CENTRI-SEP-Saulen (Princeton
Separations, Adelphia, USA) nach der Sequenzierungsreaktion von den
Uberschissigen Nukleotiden, Salzen und anderen Pufferkomponenten
gereinigt.

Die Matrix der Saulen wird in die Spitze geklopft und mit 800 pl Aqua dest.
rehydriert. AnschlieBend wird die Sdule kurz geschuttelt, und die entstandenen
Luftblasen werden durch leichtes Antippen mit dem Finger entfernt. Das nun
entstehende Gel wird 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation werden Deckel und Endkappe entfernt, so dass Uberschiissige
Flissigkeit in ein Sammelréhrchen ablaufen kann. Tropft keine Flissigkeit mehr
aus der Saule, wird diese bei 3000 x g zwei Minuten zentrifugiert. Der
Durchfluss wird verworfen, die Saule wird erneut bei 3000 x g fur zwei Minuten
zentrifugiert.

Die Saule wird in ein sauberes EppendorfgefaB gestellt, und das Produkt der
Sequenzierungsreaktion wird vorsichtig auf das Gel gegeben. Die Saule wird
erneut bei 3000 x g zwei Minuten zentrifugiert. Die Probe kann jetzt der

Sequenzierelektrophorese zugefiihrt werden.

2.10.3 Sequenzierelektrophorese

Die Sequenzierelektrophorese wurde mit dem Sequenziergerat Genetic
Analyser ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City, USA) von Andrea
Weierich und Silvelia Grummes durchgefihrt.

2.11 Restriktion von DNS

Zur Kontrolle und Analyse von Plasmiden sowie zur Einbringung von Fremd-
DNS in Vektoren werden die entsprechenden Vektoren und PCR-Amplifikate
mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen verdaut. Diese schneiden die DNS
aufgrund ihrer Spezifitdt an ganz bestimmten Basensequenzmustern, so dass

ein oder mehrere DNS-Fragmente entstehen. Nach der Restriktion werden die
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Proben zur Kontrolle auf ein Agarosegel (s. 2.1.2) aufgetragen und mit dem
E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit (s. 2.6.1) aufgereinigt.

2.11.1 Restriktion eines Vektors

FiOr den Verdau des Plasmids SPHA (s. 2.2) werden 10 pl Plasmid-DNS in
einem Reaktionsvolumen von 20 pl, welchem 1 yl Xho1-Restriktionsenzym,
1 ul BamH1-Restriktionsenzym (beide New England Biolabs, Beverly, USA)
sowie 2 pl 10xReaktionspuffer (New England Biolabs, Beverly, USA) und
6 pl Aqua dest. zugesetzt sind, zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.

Xho1 und BamH1 schneiden die Plasmid DNS jeweils nur an einer Stelle,
sodass insgesamt zwei DNS Fragmente entstehen.

2.11.2 Restriktion von DNS-Fragmenten

Die Fragmente flr die Ligation (s. 2.12) werden aus dem jeweiligen Wildtyp-
bzw. Mutanten-Plasmid mittels PCR (s. 2.3) gewonnen. Die hier verwendeten
Primer sind Bam-TIr2-F und Xho-TIr2-R. Die PCR-Fragmente werden zusatzlich
ebenfalls mit zwei Restriktionsenzymen verdaut, so dass die entstehenden
Enden der Fragmente genau an die zuvor restringierten Vektorfragmente (s.
2.11.1) von SPHA passen.

Fir die Restriktion von 50 yl DNS-Fragment werden je 2 yl BamH1- und Xho1-
Restriktionsenzym, 6 pl 10xReaktionspuffer und 2 pl BSA (alle New England
Biolabs, Beverly, USA) verwendet und ebenfalls fir zwei Stunden bei 37°C
inkubiert.

2.12 Ligation von DNS-Fragmenten in Plasmide (Klonierung)

Far die Ligation von DNS-Fragmenten in den entsprechenden Vektor wird das
Enzym T4-DNS-Ligase (New England Biolabs, Beverly, USA) verwendet. Um
die Ligation von aufgereinigten PCR-Amplifikaten mit einem Plasmid zu
ermdglichen, ist es notwendig, Amplifikat und Vektor mit dem jeweils gleichen
Restriktionsenzym zu verdauen (s. 2.11).
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FOr die Ligationsreaktion werden der vorverdaute Vektor SPHA und das
jeweilige Insert (Amplifikat) des TLR2 in Wildtyp- oder Mutantenvariante im
Verhaltnis von 1:7,5 eingesetzt. Dem Reaktionsansatz werden zusétzlich zu
dem Vektor und dem Insert noch 1 pl 10-fach Ligasepuffer (New England
Biolabs, Beverly, USA) und 0,5 pl T4-DNS-Ligase zugegeben. Der
Reaktionsansatz wird flr zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und

anschlieBend in E. coli transformiert (s. 2.7).

2.13 HEK293-Zellkultur

Alle Arbeiten an den Zellkulturen werden an einer Sterilbank (HERA safe,
Heraeus Instruments, Hanau) durchgefihrt. Die humanen embryonalen Nieren-
(HEK)293-Zellen (freundlicherweise zur Verflgung gestellt von Benjamin
Mordmuller, Institut fir Tropenmedizin, Tlbingen) werden in DMEM-Medium
(Cambrex, Apen, Deutschland) mit 1%-igem Glutamat (GIBCO, Karlsruhe,
Deutschland), 1%-igem Penicillin/Streptomycin und 10%-igem FCS (,fetal calv
serum®, GibCo™ Invitrogen, Carlsbad, USA) im Brutschrank bei 37°C und
einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert.

2.13.1 Auftauen der Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen werden im Wasserbad bei 37°C
aufgewarmt und schnell in 10 ml Medium, ebenfalls auf 37°C erwarmt,
pipettiert. Die Zell-Medium-Suspension wird vorsichtig in eine Zellkulturflasche
(75 ml3) Uberflhrt und Gber Nacht im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-
Gehalt von 5% inkubiert. Am nachsten Tag wird das Medium der Zellkultur

gewechselt, um nicht adharente Zellen zu entfernen.
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2.13.2 Ausséaen der Zellen

Alle zwei Tage wird das Kulturmedium in der Zellkulturflasche gewechselt. Bei
konfluiertem Zellrasen missen die Zellen verdinnt werden.

Hierzu wird das Kulturmedium entfernt, und die Zellen werden mit 5 ml 1xPBS
(s. 2.1.3) gewaschen. Zur Ablésung der Zellen vom Boden der Kulturflasche
und zur Lésung der Zell-Zellkontakte werden die Zellen mit 2 ml Trypsin
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 3-5 Minuten bis zu ihrer Suspension bei
37°C inkubiert. Dieser enzymatische Vorgang wird mit der Zugabe von
10 ml serumhaltigem DMEM (Cambrex, Apen, Deutschland) beendet. Nachdem
die Konzentration der Zellen in der Suspension ermittelt worden ist (s. 2.13.3),
kénnen die Zellen auf weitere Kulturflaschen verteilt oder anderweitig

verwendet werden.

2.13.3 Konzentrationsbestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension

Zur Bestimmung der Konzentration in der Zellsuspension wird ein Aliquot der
Zellsuspension mit Tryptan-Blau-Lésung im Verhaltnis 10:1 gemischt, fur kurze
Zeit bei Raumtemperatur inkubiert und dann in der Neugebauer-Kammer
ausgezahlt. Die Zellzahl in drei duBeren Quadranten wird ermittelt und davon
der Durchschnitt berechnet. Anhand des Durchschnitts kann die

Zellkonzentration (Durchschnitt Zellzahl x 1,1 x 10*Zellen/ml ) ermittelt werden.

2.14 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Ziel einer Transfektion ist die Einschleusung von Fremd-DNS in den Zellkern
der jeweiligen Zelle, um die Expression des Fremd-Gens durch die Zelle zu
ermdglichen. Werden die Gene nur fir einige Tage exprimiert, spricht man von
einer transienten Transfektion, bei einer stabilen Transfektion dagegen wird das
eingeschleuste Expressionsplasmid in die chromosomale DNS integriert.

In dieser Arbeit dient die Kalziumphosphatprazipitation als Methode zur
Transfektion. Dabei wird DNS mit Kalziumchlorid und einer phosphathaltigen
Pufferldésung gemischt, wodurch es zur Bildung von DNS-Kalziumphosphat-
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kristallen kommt (s.Abb. 5). Diese Kristalle schlagen sich bei Kontakt mit einer
Zelle auf deren Oberflache nieder, so dass die DNS Uber Endozytose in die

Zelle gelangen kann.

2.14.1 Kalziumphosphatprazipitation

Am Tag vor der Transfektion werden ca. 2x10° Zellen pro Vertiefung in eine
6-Loch-Zellkulturplatte ausgesat. Am Tag der Transfektion wird das
Zellkulturmedium vor der Transfektion gewechselt.

Es werden entweder 1,2 pg des leeren Expressionsvekiors pcDNAS, des
NIK(NF-kB-induzierende Kinase)-Plasmids oder des TLR2-kodierenden
Plasmids als Wildtyp oder Mutante mit jeweils 0,5 pg Firefly-Luciferase-
Reporter-Plasmid, zur Bestimmung der NF-kB-Aktivitat, und jeweils
0,1 yg Renilla-Reporter-Plasmid, zur Normalisierung der Transfektionseffizienz,
kotransfiziert (s. Tab. 1).

Der Expressionsvektor pcDNA3 dient als Negativkontrolle, NIK dagegen als
Positivkontrolle, da die Kinase bei Uberexpression konsekutiv aktiv ist und zur
NF-xB-Aktivierung fuhrt.

150 pl 2xHBS (s. 2.1.6) werden in einem Eppendorfgefa3 (1,5 ml) vorgelegt. In
einem EppendorfgefaB (0,5 ml) werden 2 pyg Gesamt-DNS und
18,5 pl Kalziumchlorid (2 M) vorgelegt und mit sterilem Aqua dest. auf ein
Gesamtvolumen von 150 ul angefiillt. Das DNS-Kalziumchloridgemisch wird
dann unter vorsichtigem Mischen langsam auf das im Eppendorfgefaf
vorgelegte 2xHBS getraufelt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Gemisch jeweils eines
EppendorfgefaBes (1,5 ml) in jeweils ein Loch der 6-Loch-Zellkulturplatte auf
die Zellen gegeben und tber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Am néchsten Tag wird das Transfektionsmedium aus den Vertiefungen entfernt
und ein Luziferase-Assay (s. 2.15) durchgefihrt.

31



2.14.2 Kontrolle der Transfektion

Die Kontrolle der Transfektion erfolgt mit einem fir GFP (Griin-fluoreszierendes
Protein) kodierenden Plasmid (pEGFP-C1, s.Tab. 1) wie in 2.14.1 beschrieben.
Am Tag nach der Transfektion wird das Medium entfernt, die Zellen mit
1 ml PBS (s. 2.1.3) gewaschen, trypsinisiert und bei 3000 x g fir drei Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen in 100 pl PBS
resuspendiert. 10 pl der Suspension werden auf einen Objekttrager gegeben
und unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Zellen, die den pEGFP-

C1-Vektor aufgenommen haben, fluoreszieren grin.

2.14.3 Stimulation der HEK293-Zellen

Am Tag nach der Transfektion werden die HEK293-Zellen mit bakteriellem
Lipoprotein (BLP) (Microcollections, Tubingen, Deutschland), 1:1000 mit Aqua
dest. verdinnt, fir sechs Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert und
anschlieBend mit PBS (s. 2.1.3) gewaschen. Die charakteristische N-terminale
Lipoamino-Saure N-acetyl-S-diacylglyceryl-cystein des bakteriellen Lipoproteins
ist essentiell fir deren Aktivierung von TLR2. Synthetisch hergestellte BLP-
Analoga bestehen aus einer palmitylieten Version der N-acetyl-S-
diacylglyceryl-cystein-Saure (Pam3-Cys) und  einigen C-terminalen

Aminosauren.
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Abbildung 5: Prinzip der Kalziumphosphattransfektion und Stimulation

des TLR2 mit BLP unter Anwendung des Luziferase Reporter Assay in
HEK293-Zellen
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2.15 Luziferase Reporter Assay System

Beim Luziferase-System dient ein Biolumineszenz hervorrufendes Gen als
Reporter (s.Abb. 5). Die Reportergene werden mit den zu untersuchenden
Plasmiden kotransfiziert (s. 2.14.1). Wenn Luziferase in den transfizierten
Zellen als Reportergenprodukt hergestellt wird, kann dessen Aktivitat durch eine
Biolumineszenzreaktion in den Zelllysaten gemessen werden.

Der Luziferase-Assay wird mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega, Madison, USA) durchgeflihrt. In diesem Assay werden zwei
verschiedene Luziferasen in einem System simultan exprimiert und gemessen.
Die  Aktivitaten  der  eingesetzten  Reportergene  Firefly-Luziferase
(experimenteller Reporter) und Renilla-Luziferase (Kontroll-Reporter) werden
nacheinander gemessen. Die Induktion der Firefly-Luziferase ist abhangig von
den jeweiligen Versuchsbedingungen, in dieser Arbeit wird die Firefly-
Luziferase durch NF-xB aktiviert. Die Renilla-Luziferase dient als interne
Kontrolle durch ihre Grundaktivitat (s.Abb. 5).

Am Tag nach der Transfektion wird in jede Vertiefung der 6-Loch Platte
500 ul PLB (Passive Lysis Buffer, Promega, Madison, USA) pipettiert. Die Platte
wird far 30 Minuten auf einem Schiittler inkubiert. Nach vollstédndiger Lyse der
Zellen wird das Lysat in ein EppendorfgefaB (1,5 ml) pipettiert und flr
30 Sekunden bei 13000 x g zentrifugiert, um das Lysat von zurlickgebliebenen
Zelldebris zu reinigen. Das Lysat wird in ein neues EppendorfgefaB (1,5 ml)
gegeben. Das Luziferase-Assay-Reagent Il und das Stop&Glo Reagenz werden
bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend in das Injektionssystem des
Luminometers gegeben.

Von jeder Zelllysatprobe werden 20 pl in ein Luminometerréhrchen pipettiert,
sofort in das Luminometer hineingestellt und die Messung durchgefihrt. Flr die
Aktivitditsmessung des Firefly-Luziferase-Gens wird den Proben Luziferase-
Assay Reagent Il (Lar Il) automatisch durch das Luminometer injiziert. Bei der
Messung wird Licht in einer Wellenlange von 562 nm emittiert und mit dem
Luminometer (Sirius Luminometer, Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim, Deutschland) in relativen Lichteinheiten (rel. LE) gemessen. Im
nachsten Schritt wird der Probe Stop&Glo Reagenz zugegeben. Dieses stoppt
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die Firefly-Luziferase-Reaktion und startet gleichzeitig die Renilla-Luziferase-
Reaktion, die wie die Firefly-Luziferase vermessen wird. Die erhaltenen Firefly-
Luziferasewerte werden zur Normalisierung der Transfektionseffizienz durch die
Renilla-Luziferasewerte dividiert und als relative Luziferaseaktivitat (rLA)
angegeben.

Das Luminometer wird wie folgt programmiert:

Injektion 1 ( Lar Il) 100 pl
Verzégerung zwischen Injektion 1 und Messung 1 1 Sekunde
Messung 1 (Firefly Luziferase) 10 Sekunden
Injektion 2 (Stop&Gilo) 100 pl
Verzégerung zwischen Injektion 2 und Messung 2 1 Sekunde
Messung 2 (Renilla) 10 Sekunden

2.16 Verwendete Proben

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben wurden im Rahmen einer von Van

Den Biggelaar et. al. durchgefihrten klinischen Studie gewonnen (46).

2.17 Statistische Analyse

Die gewonnenen Daten aus den Luziferasemessungen werden mit dem
ANOVA-Test, korrigiert nach Bonferroni/Dunnett, und dem Kruskal/Wallis-Test
im Programm StatView analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzierung des zweiten Exons des TLR2

Die Sequenzierung des zweiten Exons des TLR2, das den gesamten
codierenden Bereich umfasst, wurde im Max-Dellbriick-Center in Berlin in
Auftrag gegeben. Die Proben wurden im Rahmen einer klinischen Studie in
Gabun (Westafrika) entnommen. Insgesamt sind 47 Proben sequenziert
worden. Sechs Polymorphismen wurden detektiert, diese befinden sich alle in
der extrazellularen Doméane des Rezeptors (s.Abb. 6 und Abb. 7). Es handelt
sich jeweils um Polymorphismen einzelner Nukleotide. FUhren diese
Nukleotidpolymorphismen zu keinem Aminosdureaustausch, nennt man diese
synonyme Polymorphismen. Verandert sich jedoch die Basenabfolge derart,
dass dieses zu einer Veranderung der Aminosauresequenz fuhrt, spricht man
von nicht-synonymen Polymorphismen.

Vier der Polymorphismen sind synonym (G38G, N119N, S450S, L542L) und
scheinen daher keine funktionelle Relevanz zu besitzen. Zwei
Nukleotidpolymorphismen, die jeweils zu einem Austausch der Base Guanin
gegen Adenin fihren, bewirken jeweils einen Aminosaureaustausch von
Histidin zu Arginin (H571R, H579R). Des weiteren wurden die Polymorphismen
mit der Datenbank, generiert von der Universitat von Arizona, verglichen. Dieser
Vergleich ergab, dass bis auf H571R alle detektierten Polymorphismen bereits
bekannt sind (http://www.innateimmunity.net/LLPGA2/index_html).

Der Polymorphismus H571R wird somit in dieser Arbeit zum ersten Mal
beschrieben. Diese Mutation (H571R) konnte insgesamt in 5 von 46 Proben in
heterozygoter Form nachgewiesen werden. Die Frequenz dieses Allels betragt
5,43%. Die Allelfrequenzen der flnf anderen Polymorphismen liegen zwischen
1,06% und 29,79% (s.Tab. 6).
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Abbildung 6: Zweites Exon des TLR2

Die Abfolge der Kleinbuchstaben steht fir die unterschiedlichen Basen (a=Adenin, c=Cytosin,
g=Guanin und t=Thymin), die GroBbuchstaben fir aus Basentripletts, bestehend aus drei
Positionen, gebildete Aminosauren (s. nachfolgende Tabelle).

1. Position 2. Position 3. Position

t c a g

t Phenylalanin (F) Serin (S) Tyrosin (Y) Cystein (C) t

Phenylalanin (F) Serin (S) Tyrosin (Y) Cystein (C) c

Leucin (L) Serin (S) Stopp (%) Stopp (¥) a

Leucin (L) Serin (S) Stopp (*)| Tryptophan (W) g

c Leucin (L) Prolin (P) Histidin (H) Arginin (R) t

Leucin (L) Prolin (P) Histidin (H) Arginin (R) C

Leucin (L) Prolin (P) Glutamin (Q) Arginin (R) a

Leucin (L) Prolin (P) Glutamin (Q) Arginin (R) g

a Isoleucin (1)| Threonin (T) Asparagin (N) Serin (S) t

Isoleucin (1)| Threonin (T) Asparagin (N) Serin (S) C

Isoleucin (1)| Threonin (T) Lysin (K) Arginin (R) a

Methionin (M)| Threonin (T) Lysin (K) Arginin (R) g

g Valin (V)|  Alanin (A)| Asparaginsaure (D) Glycin (G) t

Valin (V)|  Alanin (A)| Asparaginsaure (D) Glycin (G) c

Valin (V)| Alanin (A)| Glutaminsaure (E) Glycin (G) a

Valin (V)| Alanin (A)] Glutaminsaure (E) Glycin (G) g

Die detektierten Genmutationen sind farbig hervorgehoben. Gelb unterlegt sind die synonymen,
griin die nicht-synonymen Mutationen. Die Ziffern beschreiben die Basenpaarposition innerhalb
des zweiten Exons des TLR2.

10 30 50
atgccacatactttgtggatggtgtgggtcttgggggtcatcatcagcctctccaaggaa
M P H T L W M V W V L G V I I S L S K E

70 90 110 a
gaatcctccaatcaggcttctcectgtcttgtgaccgcaatggtatctgcaagggcagetca
E S S N o A s L S C D R N G I C K G s s

G
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130 150 170
ggatctttaaactccattccctcagggctcacagaagctgtaaaaageccttgacctgtcee
G s L N s I P S G L T E A V K S L D L S

190 210 230
aacaacaggatcacctacattagcaacagtgacctacagaggtgtgtgaacctccaggcect

N N R I T Y I 8§ N S D L Q R C V N L Q A

250 270 290
ctggtgctgacatccaatggaattaacacaatagaggaagattctttttcttcecctggge
L v L. T s N G I N T I E E D S F S S L G

310 330 350
agtcttgaacatttagacttatcctataattacttatctaatttatcgtcttcctggtte
s L B H L DL S Y N Y L S N L S S S W F

370 390 410
aagcccctttcttctttaacattcttaaacttactgggaaatccttacaaaaccctaggg
K p L. S s L T F L N L L G N P Y K T L G

430 450 470
gaaacatctcttttttctcatctcacaaaattgcaaatcctgagagtgggaaatatggac
E T s L F s H L T K L ¢© I L R V G N M D

490 510 530
accttcactaagattcaaagaaaagattttgctggacttaccttccttgaggaacttgag
T » T K I 0 R K D F A G L T F L E E L E

550 570 590 c
attgatgcttcagatctacagagctatgagccaaaaagtttgaagtcaattcagaatgta
I b A S DL Q S Y E P K S L K S I O N V

N

610 630 650
agtcatctgatccttcatatgaagcagcatattttactgctggagatttttgtagatgtt
s H L I L H M K ¢ H I L L L E I F VvV D V

670 690 710

acaagttccgtggaatgtttggaactgcgagatactgatttggacactttccatttttca
T s s v B ¢C L E L R D T D L D T F H F S
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730 750 770
gaactatccactggtgaaacaaattcattgattaaaaagtttacatttagaaatgtgaaa
E L s T G E T N S L I K K F T F R N V K

790 810 830
atcaccgatgaaagtttgtttcaggttatgaaacttttgaatcagatttctggattgtta
I T b £E S L F Q0 V M K L L N O I S G L L

850 870 890
gaattagagtttgatgactgtacccttaatggagttggtaattttagagcatctgataat
E L B F D D C T L N G V G N F R A S D N

910 930 950
gacagagttatagatccaggtaaagtggaaacgttaacaatccggaggctgcatattcca
b R v I D P G K V E T L T I R R L H I P

970 990 1010
aggttttacttattttatgatctgagcactttatattcacttacagaaagagttaaaaga
R ¥ ¥y L ¥ ¥ b L s T L Y s L T E R V K R

1030 1050 1070
atcacagtagaaaacagtaaagtttttctggttccttgtttactttcacaacatttaaaa
I T v E N S K V F L VvV P C L L S Q H L K

1090 1110 1130
tcattagaatacttggatctcagtgaaaatttgatggttgaagaatacttgaaaaattca
s L £ Yy L DL S E N L M V E E Y L K N S

1150 1170 1190
gcctgtgaggatgcecctggceccectcectctacaaactttaattttaaggcaaaatcatttggea
A C E D A W P S L © T L I L R OQQ N H L A

1210 1230 1250
tcattggaaaaaaccggagagactttgctcactctgaaaaacttgactaacattgatatc
s L B K T GG E T L L T L K N L T N I D I

1270 1290 1310

agtaagaatagttttcattctatgcctgaaacttgtcagtggccagaaaagatgaaatat
s K N S F H S M P E T C QO W P E K M K Y
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1330 © 1370
ttgaacttatccagcacacgaatacacagtgtaacaggctgcattcccaagacactggaa
L N L $ s T R I H s v T G C¢C I P K T L E

S

1390 1410 1430
attttagatgttagcaacaacaatctcaatttattttctttgaatttgccgcaactcaaa
I L. bV S NNNL N L F S L N L P QO L K

1450 1470 1490
gaactttatatttccagaaataagttgatgactctaccagatgcctccctecttacccatg
E L vy I S R N K L. M T L P D A S L L P M

1510 1530 1550
ttactagtattgaaaatcagtaggaatgcaataactacgttttctaaggagcaacttgac
L L. vi. K I s R N A I T T F S K E O L D

1570 1590 1610
tcatttcacacactgaagactttggaagctggtggcaataacttcatttgctcctgtgaa
s ¥ H T L K T L E A G G N N F I C S C E

gl630 1650 1670
ttcctcectecttcactcaggagcagcaagcactggccaaagtcttgattgattggeccagea
F L S F T Q0 E 0 0 A L A K V L I D W P A

L
1690 1710 @ 1730 | |
aattacctgtgtgactctccatcccatgtgcltggccagcaggttcaggatgtcclcctc
N Yy L ¢ b s P s H vV HGoovooDv EHEL
B B
1750 1770 1790
tcggtgtcggaatgtcacaggacagcactggtgtctggcatgtgectgtgctectgttectyg
s v s E C H R T A L V S G M C C A L F L

1810 1830 1850
ctgatcctgctcacgggggtcctgtgccaccgtttccatggectgtggtatatgaaaatg
L 1T L. L T G Vv L ¢ H R F H G L W Y M K M

1870 1890 1910

atgtgggcctggctccaggccaaaaggaagcccaggaaagctcccagcaggaacatectge
M W A W L Q9 A K R K P R K A P S R N I C
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1930 1950 1970
tatgatgcatttgtttcttacagtgagcgggatgcctactgggtggagaaccttatggtce
Yy b A F VS Y S E R D A Y W V E N L M V

1990 2010 2030
caggagctggagaacttcaatccccceccttcaagttgtgtcttcataagecgggacttcatt
 E L E N F N P P F K L C L H K R D F I

2050 2070 2090
cctggcaagtggatcattgacaatatcattgactccattgaaaagagccacaaaactgtc

P 6 K w I I DN TI I D S I E K S H K T V

2110 2130 2150
tttgtgctttctgaaaactttgtgaagagtgagtggtgcaagtatgaactggacttctcc
F V L S E N F V K S E W C K Y E L D F S

2170 2190 2210
catttccgtctttttgatgagaacaatgatgctgccattctcattcttctggageccecatt
H F R L ¥ D E N N D A A I L I L L E P I

2230 2250 2270
gagaaaaaagccattccccagcecgcttctgcaagctgcggaagataatgaacaccaagacce

E K K A I P Q R F C K L R K I M N T K T

2290 2310 2330
tacctggagtggcccatggacgaggctcagcgggaaggattttgggtaaatctgagaget
Yy L £E w P M D E A QO R E G F W V N L R A

2350

gcgataaagtcctag
A I K S *
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Abbildung 7: Mutationen im zweiten Exon des TLR2

G38G N119N

L542L

r

LRR T
1 Bp S450S  H571R
Bp Basenpaare (Position)
LRR Leuzinreiche Doméane
TIR Toll-/Interleukin-1-Rezeptor-Doméane
G38G Synonyme Mutationen
N119N x . . . .
S450S (Anderung in der Basenabfolge flhrt nicht zu einer
L542L Anderung der Aminoséuresequenz)

H571R | Nicht-synonyme Mutationen

H579R | (Anderung der Aminosduresequenz von Histidin zu Arginin)

H579R

’ #rum

2352 Bp

Tabelle 6: Charakteristik der 6 Polymorphismen

Die genomische Position bezieht sich auf die Referenzsequenz NT_015169; 21090bp,
Gl:20532468 ncbi. Die unterschiedlichen Basen fir den Nukleotidaustausch sind A=Adenin,
C=Cytosin, G=Guanin oder T=Thymin. Der Aminosaureaustausch H571R bzw. H579R st
Histidin (H) zu Arginin (R).

Nukleotidaustausch | Aminosaureaustausch Rezeptordoméne Allelfrequenz in %
C18733A keiner extrazellular 1,06
T19216C keiner extrazellular 29,79
T19969C keiner extrazellular 5,43
C20235G keiner extrazellular 4,35
G20331A H571R extrazellular 5,43
G20355A H579R extrazellular 5,56
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3.2 Klonierung der TLR2-Konstrukte H571 und R571

Da es sich bei der neu entdeckten Mutation H571R um einen nicht synonymen
Polymorphismus handelt, stellt sich die Frage nach der funktionellen
Auswirkung dieses Nukleotidaustausches. Um dieser Frage nachzugehen, wird
die Mutation zunachst konstruiert (s. 2.9) und in das Plasmid SPHA kloniert
(s. 2.12). Durch die Klonierung fremder DNS-Fragmente in ein Plasmid
entstehen spezifische Enzymschnittstellen. Die Restriktion der klonierten
Konstrukte durch die jeweils spezifischen Enzyme bestatigt den Erfolg der
Klonierung. Die fir das konstruierte Plasmid, sowohl fir den Wildtyp H571 als
auch die Mutante R571, spezifischen Enzyme sind BamH1 und Xho1. Diese
schneiden das Plasmid in zwei DNS-Fragmente.

Die Restriktionsanalyse kann mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese unter
fluoreszierendem Licht dargestellt werden. Die Kontrollagarosegel-
elektrophorese ergibt fur die Restriktion von H571 (s.Abb. 8a) und R571
(s.Abb. 8b) jeweils eine positive DNS-Probe. Durch die Restriktion sind auf dem
Bild jetzt zwei DNS-Banden sichtbar (weiBer Pfeil).

Des weiteren wird der Erfolg der Klonierung zusétzlich durch die Sequenzierung
der genauen Basenpaarabfolge der konstruierten Plasmide kontrolliert (s. 2.10).
Es konnte jeweils ein Plasmid des Wildtyps H571 und eines der Mutante R571

rekonstruiert werden.
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Abbildung 8a: Agarosegelelektrophoresebild der Restriktion von H571 mit
BamH1 und Xho1

SRR

f

Abbildung 8b: Agarosegelelektrophoresebild der Restriktion von R571 mit
BamH1 und Xho1
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3.3 Die Induktion von NF-xB durch bakterielles Lipoprotein in HEK293-

Zellen

Um zu untersuchen, ob der Polymorphismus H571R des TLR2 eine funktionelle
Relevanz in Bezug auf die Induktion von NF-kxB aufweist, wurden die zuvor
konstruierten H571- und R571-Plasmide, Positiv- und Negativkontrollen jeweils
mit dem Firefly-Luziferase-Reporter-Plasmid und dem Renilla-Reporter-Plasmid
in HEK293-Nierenzellen kotransfiziert (s. 2.14).

Als Negativkontrolle dient der Expressionsvektor pcDNAS. NIK (,NF-xB-
inducing kinase“) dient dagegen als Positivkontrolle, da die Kinase bei
Uberexpression konsekutiv aktiv ist und zur NF-kB-Aktivierung fiihrt.

Nach erfolgreicher Transfektion exprimieren die Zellen, abhéngig vom
transfizierten Plasmid, entweder den TLR2-Wildtyp H571 oder die TLR2-
Mutante R571 auf der Oberflache. AnschlieBend werden die Zellen mit
bakteriellem Lipoprotein (BLP) stimuliert. BLP gilt als potenter Stimulus fir den
TLR2. Durch die Aktivierung von TLR2 wird in der Zelle eine Signalkaskade
aktiviert (s. 1.2.1), die schlieBlich zur Induktion von NF-kB flhrt. NF-xB kann mit
Hilfe des Luziferase-Assays (s. 2.15) bestimmt werden. NF-kxB flhrt Gber die
Induktion von Reportergenprodukten zur Aktivierung der Firefly-Luziferase. Die
Aktivitat der Luziferasen kann durch ein Lumineszenzmessgerat in relativer

Luziferaseaktivitat (rLA) bestimmt werden.
Die Experimente wurden jeweils in Tripletts an drei aufeinander folgenden

Tagen durchgefihrt und von einer weiteren Person in gleicher

Versuchsanordnung wiederholt.
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3.3.1 Ergebnisse der Zellkultur

Die Zellen, die jeweils mit den Plasmiden der Positivkontrolle, des TLR2-
Wildtyps und der TLR2-Mutante transfiziert wurden, waren in der Lage die
Luziferaseaktivitat zu induzieren. Bei der Negativkontrolle konnte wie erwartet
nur eine sehr geringe, zu vernachlassigende Luziferaseaktivitdt nachgewiesen
werden. Die Induktion der Luziferaseaktivitat der Positivkontrolle ist unabhangig
von der Stimulation mit BLP (s.Abb. 9).

Die gemessene Luziferaseaktivitat beim TLR2-Wildtyp H571 betragt
unstimuliert im Mittel 8,387 rLA und stimuliert mit BLP 11,706 rLA. Bei der
TLR2-Mutante R571 konnten unstimuliert 5,684 rLA und stimuliert mit BLP
9,065 rLA gemessen werden. Der TLR2-Wildtyp H571 induziert in unstimulierter
Form die Luziferaseaktivitat 1,5-fach und in stimulierter Form 1,3-fach starker
als die TLR2-Mutante R571 (s.Tab. 7 und Tab. 8).

Die erhaltenen Daten werden mit dem ANOVA-Test, korrigiert nach
Bonferroni/Dunnett, sowie mit dem Kruskal/Wallis-Test ausgewertet. Der
Unterschied sowohl in den unstimulierten als auch in den mit BLP stimulierten
Zellkulturen ist statistisch signifikant p<0,001.

Es besteht ein signifikanter Unterschied in der Fahigkeit zur NF-xB-Aktivierung
und somit zur Induktion der Luziferaseaktivitdt zwischen TLR2-Wildtyp H571
und TLR2-Mutante R571. Der Wildtyp des TLR2 wird signifikant starker durch
BLP aktiviert (p<0,001), was sich in einer starkeren NF-xB-Aktivierung und

somit in einer starkeren Luziferaseaktivitat ausdriickt (s.Abb. 10).
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Abbildung 9: NF-xkB-Aktivitét in stimulierten und unstimulierten
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Die Abbildung zeigt als Negativkontrolle den Expressionsvektor pcDNA3, NIK (,NF-xB-inducing
kinase“) dient dagegen als Positivkontrolle, da die Kinase bei Uberexpression konsekutiv aktiv
ist und zur NF-xB-Aktivierung fiihrt. Sowohl Negativ- als auch Positivkontrolle werden mit
bakteriellem Lipoprotein (+ BLP) stimuliert, jedoch ohne signifikante Auswirkung auf die NF-kB-
Aktivitat.

47



Abbildung 10: NF-xB-Aktivitédt in stimulierten und unstimulierten H571-
und R571-Zellkulturproben
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H571 TLR2-Wildtypkonstrukt
R571 TLR2-Mutantenkonstrukt
+ BLP Stimulation mit bakteriellem Lipoprotein
p Signifikanz

Die Abbildung zeigt die unterschiedliche NF-xB-Aktivierung durch H571 und R571 in relativer
Luziferaseaktivitdt (rLA). Die Aktivierung beider Konstrukte kann durch Stimulation mit BLP
signifikant verstarkt werden. Dabei zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Intensitat der
NF-xB-Aktivierung zwischen H571 und R571.
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3.3.2 Deskriptive Statistik

Tabelle 7: Deskriptive Statistik

Std.abw. Standardabweichung
Std.fehler Standardfehler
rLA Relative Luziferaseaktivitat
H571 TLR2-Wildtypkonstrukt
H571 + TLR2-Wildtypkonstrukt stimuliert mit BLP
R571 TLR2-Mutantenkonstrukt
R571 + TLR2-Mutantenkonstrukt stimuliert mit BLP

rLA Total rLA H571 rLA H571+ rLA R571 rLA R571+
Mittelwert 8,743 8,387 11,706 5,684 9,065
Std.abw. 3,082 2,230 3,145 1,293 1,837
Std.fehler 0,340 0,487 0,686 0,289 0,411
Anzahl 82 21 21 20 20
# fehlend 2 0 0 1 1
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4 Diskussion

Toll-like-Rezeptoren nehmen wichtige Funktionen in der Immunabwehr des
menschlichen Organismus wahr. Sie sind sowohl fir die Erkennung von
eingedrungenen Pathogenen als auch fur die Induktion antimikrobieller Gene

und Kontrolle der adaptiven Immunantwort mitverantwortlich.

4.1 TLR-Mutationen im Mausmodell

Bereits in Modellversuchen mit Knockout-Mausen konnte die Bedeutung des
TLR2 gezeigt werden. Takeuchi et al. zeigten, dass TLR2-defiziente Mause
nicht auf Peptidoglykane reagieren konnten und zudem nach intravendéser
Injektion mit  Staphylococcus aureus eine signifikant verminderte
Uberlebensrate aufwiesen als die Wildtypmause (43). Diese Anfélligkeit
gegenilber grampositiven Bakterien konnten auch Echchannaoui et al. in ihren
Versuchen mit Knockout-Mausen bestétigen. Die TLR2-defizienten Mause
wiesen eine héhere Morbiditat und Mortalitat bei einer
Pneumokokkenmeningitis im Vergleich zu den Wildtypmausen auf (10).

In Studien mit Knockout-Mausen, die tuberkelbakterienhaltiger Luft ausgesetzt
wurden, stellten Reiling et al. eine verminderte Resistenz der TLR2-defizienten
Mause gegenlUber hochdosierten Tuberkulosebakterien im Vergleich zum
Wildtyp fest (37). TLR2-defiziente Mause weisen auch eine defizitare
Immunantwort der Granulozyten in Bezug auf die Auseinandersetzung des
Immunsystems mit Tuberkelbakterien auf (9).

Es bestehen aber auch Unterschiede zwischen humanen und animalen Toll-
like-Rezeptoren z.B. in der Expression oder Regulation der Toll-like-
Rezeptoren, so dass die Ergebnisse der Mausversuche nicht direkt auf den
Menschen Ubertragen werden kénnen (26;33). Dennoch lassen diese
Mausversuche den Riickschluss zu, dass Anderungen in der Gensequenz der
Toll-like-Rezeptoren Auswirkungen auf die Immunabwehr des jeweiligen

Organismus haben.
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4.2 Funktionelle Relevanz von TLR2-Polymorphismen

In der vorliegenden Arbeit wurden Patientenproben aus Gabun auf Mutationen
im TLR2-Gen untersucht. Es  wurden sechs unterschiedliche
Nukleotidpolymorphismen gefunden. Die Varianten G38G, N199N, S450S und
L542L sind synonym und scheinen daher keine Relevanz fir die
Pathogenerkennung zu besitzen. Die Varianten H571R und H579R sind nicht
synonym. Polymorphismen sind Genvarianten, die eine Frequenz grdBer als
1% in einer Population aufweisen. Die hier neu beschriebene Mutation H571R
weist eine Allelfrequenz von 5,43% auf und kann somit als polymorphe Variante
bezeichnet werden.

Bis auf die Variante H571R sind alle gefundenen Mutationen bereits
beschrieben. Daher wurde nur H571R und dessen Auswirkung auf die
Funktionalitat des TLR2 in dieser Arbeit untersucht. Die Mutation von Histidin zu
Arginin (H571R) liegt in der extrazellularen Doméne des Rezeptors. Es konnte
gezeigt werden, dass die Variante R571 nach Stimulation mit dem TLR2-
Agonisten BLP eine signifikant geringere NF-kB-Freisetzung bewirkt als der
Wildtyp H571. NF-xB steht am Ende einer intrazellularen Signalkaskade, die
schlieBlich zur Induktion von antimikrobiellen Genen fihrt und somit die
angeborene Immunantwort moduliert.

Bei der Frage nach der Relevanz dieser neu detektierten Variante H571R sollte
nicht nur der Austausch der Aminosaure Histidin gegen Arginin betrachtet
werden, sondern auch deren Lage innerhalb des Rezeptors. Die Mutation liegt
in der extrazellularen Domane des Rezeptors. Diese ist fir die
Ligandenerkennung und die Dimerisation mit TLR1 oder TLR6 verantwortlich.
Da in diesem Zellkulturversuch nur TLR2 in unterschiedlicher Gensequenz auf
der Oberflache der Zellen exprimiert wurde, kann der Unterschied in der NF-«xB-
Induktion nicht mit der Heterodimerbildung von TLR2 mit TLR1 oder TLR6
zusammenhdngen. Somit ist die unterschiedliche NF-kB-Aktivierung am
ehesten auf die fehlerhafte Ligandenerkennung oder auf Unterschiede in der
Signaltransduktion zurlickzufiihren.
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Mitsuzawa et al. konnten in Deletionsversuchen nachweisen, dass die
extrazelluldre Region Ser40-lle64 fir die Erkennung von Staphylococcus-
aureus-Peptidoglykanen  wichtig ist  (31). Die  Erkennung von
mykoplasmatischen Lipoproteinen ist ebenfalls an das Vorhandensein dieser
Region gekoppelt. Fujita et al. konnten aufgrund von Punktmutationsversuchen
einen Zusammenhang zwischen der leuzinreichen Doméane der Aminosauren
101-124 mit der Erkennung von Peptidoglykanen und deren Induktion von
NF-xB herstellen (12).

Im Bereich der intrazellularen Domane des TLR2 konnten bereits mehrere
Mutationen detektiert werden und es konnte in unabhangigen Studien der
Nachweis erbracht werden, dass Polymorphismen zu einer abgeschwachten
Zellaktivierung flihren. Kang et al. detektierten 2001 eine Mutation des TLR2-
Gens, die einen Aminosaureaustausch von Arginin zu Tryptophan verursacht
(Arg677Trp) und gehéauft bei Patienten mit lepromatdser Lepra auftritt (19). Sie
vermuteten, dass Trager dieser Mutation anfélliger sind, an lepromatdser Lepra
zu erkranken. In weiteren Studien konnten Kang et al. zeigen, dass Trager der
Mutation, die an lepromatéser Lepra erkrankt waren, einen signifikant
niedrigeren Serumspiel von Interleukin-2 und Interleukin-12 sowie Interferon-y
(IFN-y) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) aufweisen als Probanden, die
den TLR2-Wildtyp exprimieren (20). Bochud et al. konnten in vitro nachweisen,
dass Zellen, die die Arg677Trp-Mutation tragen, im Vergleich zum Wildtyp auf
die Stimulation mit Mykobakterium leprae nicht mit einer Induktion von NF-xB
reagierten. Die Mutation im TLRZ fuhrte somit zu einer verminderten Aktivierung
der HEK293-Zellen (8).

In einer Tuberkulosestudie in Tunesien konnte nachgewiesen werden, dass
94% der an Tuberkulose erkrankten Patienten heterozygote Trager der
Mutation Arg677Trp waren (7).

Ogus et al. untersuchten in einer retrospektiven Fallkontrollstudie die
Allelfrequenzen des Arg753GIn-Polymorphismus (Austausch von Arginin gegen
Glutamin) von 151 Tuberkulosepatienten im Vergleich zu 116 gesunden
Probanden. In dieser Studie bestand ein Zusammenhang zwischen dem
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Auftreten der homozygoten Form der Mutante bei den Probanden und dem
Risiko, an Tuberkulose zu erkranken (35).

Malhotra et al. studierten in einer Fallkontrollstudie den Zusammenhang
zwischen dem beschriebenen Polymorphismus Arg677Trp und lepromatbser
Lepra in einer koreanischen Population. Sie stellten fest, dass die von Kang et
al. gefundene Assoziation auf einer Variation des TLR2-Gens beruht (25).

Die bereits oben erwahnte Mutation Arg753GIn konnten ebenfalls Lorenz et al.
detektieren. Dieser Nukleotidaustausch fihrt in vitro zu einer geringeren
Aktivierung der HEK293-Zellen als der Wildtyp. Dies kann wiederum zu einer
eingeschrankten Reaktion des Immunsystems auf bakterielle Peptide fihren. In
vitro konnte eine signifikant geringere Reaktion der Mutante auf bakterielle
Peptide von Borrelia burgdorferi und Treponema pallidum nachgewiesen
werden (24). Schréder et al. konnten in weiteren Zellkulturversuchen die
Unterschiede der Mutante Arg753GiIn im Vergleich zum Wildtyp in Bezug auf
die TNF-o- und IFN-y-Induktion nach Stimulation mit Borrelien-Lysat
untersuchen. Hierbei wurden signifikant niedrigere Serumspiegel beider
Zytokine bei den Zellen gefunden, die die Mutante auf der Oberflache
exprimierten (39).

Moore et al. untersuchten die Variante Arg753Gin in einer Fallkontrollstudie, um
die Assoziation mit der von Lorenz et al. beschrieben Anfalligkeit gegenlber
Infektionen mit Staphylococcus aureus zu Uberprifen. In dieser Studie konnte
keine Assoziation nachgewiesen werden (32). Zu einem ahnlichen Ergebnis
kamen auch von Aulock et al. durch ihre Studie. Hier konnte festgestellt
werden, dass der heterozygote TLR2-Polymorphismus keinen Einfluss auf die
Zytokinausschuttung als Antwort auf eine Infektion mit Staphylococcus aureus

ausubt. Fir die adaquate Immunantwort ist ein Wildtyp-Allel ausreichend (48).

Schistosomiasis, auch Bilharziose genannt, ist eine durch Trematoden
verursachte tropische Parasitose, die vorwiegend in Afrika, Siidamerika, dem
Nahen Osten und Stdwestasien vorkommt.

Da die Proben aus klinischen Untersuchungen von Patienten in Gabun

stammen, die an Schistosomiasis erkrankt waren, wurde der Frage nach der
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Relevanz der Mutation in Bezug auf die Schistosomiasiserkrankung
nachgegangen. Van Der et al. konnten zeigen, dass schistosomale
Phosphatidylserine TLR2 aktivieren, und dass diese Aktivierung notwendig ist
fir die Induktion von Interleukin-10-produzierenden regulatorischen T-Zellen
(47). Somit ist der TLR2 als ein far die Erkennung einer
Schistosomiasisinfektion wichtiger Rezeptor detektiert worden.

Aufgrund der hier dargestellten Forschungsergebnisse liegt die Vermutung
nahe, dass Trager des Polymorphismus H571R des TLR2 eine erhdhte
Morbiditat fir z.B. die Schistosomiasis aufweisen. Die geringere Induktion von
NF-xB in den R571-Zellen in den Zellkulturversuchen weist auf eine schlechtere
Reaktion auf die Stimulation mit einem TLR2-Agonisten hin, die am ehesten auf
Defizite in der Ligandenerkennung zurtckzuflhren ist. Dies fUhrt durch die
inadaquate Signaltransduktion und somit unzureichende Geninduktion zu einem
Defizit in der Immunabwehr. Die betroffenen Patienten kdnnten durch die
Rezeptormutation nicht in der Lage sein, angemessen auf eingedrungene
Pathogene zu reagieren.

In wie weit die Mutation pradisponierend fir bestimmte Erkrankungen ist oder
zu schwerwiegenderen Krankheitsverlaufen fihrt, sollte in weiterfGhrenden
Studien untersucht werden. In einer an diese Arbeit sich anschlieBenden
Studie sollen weitere Proben von Schistosomiasispatienten auf die Mutation
H571R untersucht und deren klinische und laborchemische Daten miteinander
verglichen werden, um Aufschluss Uber die klinischen Relevanz zu erhalten.

Da der Polymorphismus in einer niedrigen Frequenz vorhanden ist, misste
aber eine relativ groBe Population von Individuen untersucht werden, um eine

statistisch signifikante Aussage treffen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der kodierende Bereich des Toll-like-
Rezeptors 2 aus 47 Proben sequenziert und auf Polymorphismen untersucht.
Es konnten sechs Polymorphismen im kodierenden Bereich des TLR2
gefunden werden. Diese liegen in der extrazellularen Domane des Rezeptors.
Vier Polymorphismen (G38G, N119N, S450S, L542L) sind synonym. Zwei
Nukleotidpolymorphismen bewirken jeweils einen Aminosdureaustausch von
Histidin durch Arginin (H571R, H579R) und sind somit nicht synonym. Die
Genotypfrequenzen in dieser Gruppe entsprechen dem Hardy&Weinberg-
Modell.

Bei dem Vergleich der Sequenzen mit der Datenbank (Universitat Arizona)
stellte sich heraus, dass die Varianten G38G, N119N, S450S, L542L und
H579R bereits bekannt sind. H571R hingegen ist nicht in der Datenbank
gelistet. Diese Variante wird somit erstmalig in dieser Arbeit beschrieben.

Die Variante R571 sowie der Wildtyp H571 des TLR2 wurden funktionell in
einem Plasmid mittels Zellkulturversuch mit HEK293-Zellen untersucht. Als
Parameter wurde die NF-xB-Induzierbarkeit als Luziferaseaktivitdt gemessen.
Es konnte nachgewiesen werden, dass ein signifikanter Unterschied (p<0,0001)
in der Induktionsfahigkeit von NF-xB zwischen dem Wildtyp und der R571-
Variante besteht. Nach Stimulation der Rezeptoren mit bakteriellem Lipoprotein
konnte eine signifikant geringere NF-kB-Aktivierung der Zellen, die die Variante
exprimierten, gemessen werden (p<0,001).

Die hier neu detektierte und konstruierte Mutation H571R beeinflusst somit die
Aktivierbarkeit des TLR2, die Induktion von NF-xB und die Aktivierung des

angeborenen Immunsystems.
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6 Rohdaten

Tabelle 8: Rohdaten der Luziferase-Assays

Rohdaten der Luziferase-Assays angegeben in relativer Luziferaseaktivitat (rLA). Die negativen
Werte bei Messungen der Negativkontrollen werden mit O gleichgesetzt, da es keine negative
Luziferaseaktivitat gibt.

Luziferase-Assay 1

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal 0,13 0,07] 0,07 589/ 836 12,11 12,68/ 6,72 8,59 7,55
Stimulation mit BLP 0,09 0,09] 0,07 6,38 12,75 14,98 16,68/ 9,99 11,12 12,23
Luziferase-Assay 2

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal 0,11 0,12 0,12 743/ 7,80 725 757 598 557 6,13
Stimulation mit BLP 0,14 0,15/ 0,12 7,46 9,75 10,24/ 10,20 8,61 8,78 8,63
Luziferase-Assay 3

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal 0,04/ 0,08 2,50 7,69 9,83 6,04/ 6,62
Stimulation mit BLP 0,06 0,07 2,91 11,99 13,94 9,99 10,33
Luziferase-Assay 4

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal -0,09| -0,04| 0,19 6,81 7,72 7,85 9,31 4,000 3,31 4,78
Stimulation mit BLP -0,10[ -0,07| -0,06 7,13 14,61 14,49 16,51 10,32 11,08 10,86
Luziferase-Assay 5

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal -0,52| -0,26| -0,56 10,18 5,17 4,56 5,13 4,24 3,94 4,53
Stimulation mit BLP -0,53| -0,49| -0,43 7,91 6,49 7,03 695 6,220 582 6,59
Luziferase-Assay 6

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal 0,10, 0,09] 0,53 8,34/ 6,68 6,65 7,68 558 574 6,26
Stimulation mit BLP 0,15 0,14 0,22 7,62 8,19 862 936/ 6,89 7,80 10,19
Luziferase-Assay 7

Negativkontrollen  |Positivkontrolle H571 R571
Basal 0,08/ 0,13 0,09 5,24/ 10,12 10,40, 11,08/ 535 6,000 6,76
Stimulation mit BLP 0,17 0,28/ 0,11 513| 12,39| 14,42 14,44 7,76/ 7,97| 10,30
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