
Aus dem Institut für Mikrobiologie und Hygiene

der Medizinischen Fakultät Charité

Humboldt-Universität zu Berlin

DISSERTATION

Pathogenerkennung durch das
Immunsystem

Toll-like-Rezeptoren und NF-κB-Aktivierung

Zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultät Charité

der Humboldt-Universität zu Berlin

von

Bastian Opitz

geboren am 13.2.1976 in Berlin



II

Dekan: Prof. Dr. Joachim W. Dudenhausen

Gutachter: 1. Prof. Dr. R. R. Schumann

2. Prof. Dr. H. D. Volk

3. Prof. Dr. H. Wagner

Datum der Einreichung: 7.5.2001

Datum der Promotion: 17.12.2001



III

Zusammenfassung

Die angeborene Immunität ist in der Lage, Pathogene schon beim erstmaligen

Eindringen zu erkennen und zu bekämpfen. Haupteffektoren der schnellen, angebo-

renen Immunantwort sind Makrophagen und polymorphkernige neutrophile Granulo-

zyten. Diese erkennen und phagozytieren Pathogene und koordinieren die weitere

Immunantwort durch die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen.

Die Erkennung mikrobieller Bestandteile, wie Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negativer

Bakterien bzw. Peptidoglykan (PG) und Lipoteichonsäuren (LTA) Gram-positiver Bakte-

rien, führt zur Aktivierung von unterschiedlichen Proteinkinasen, des Transkriptions-

faktors NF-κB und zur Freisetzung von Zytokinen.

Mitglieder der Toll-Proteinfamilie, sogenannte Toll-like-Rezeptoren (TLR), wurden

kürzlich als Rezeptoren auf Immunzellen identifiziert, die für die Erkennung solcher

mikrobieller Bestandteile verantwortlich sind. Während TLR-4 der LPS-Erkennung dient,

und TLR-2 und -6 verschiedene Liganden von Gram-positiven Bakterien binden, blieb

die Frage der Erkennung von LTA und verwandten Glykolipiden strittig. Sowohl TLR-2

als auch TLR-4 wurden für diese Rolle diskutiert.

Zielsetzung dieser Arbeit war, die Rolle von TLRs in der LTA- und Glykolipid-Erkennung

zu untersuchten. Glykolipide von zwei eng verwandten Treponemen-Spezies, T. mal-

tophilum (TM) und T. brennaborense (TB), sowie neuartig aufgereinigte Lipoteichon-

säuren von Staphylococcus aureus (SA) und Bacillus subtilis (BS) wurden eingesetzt,

um die nukleäre Translokation von NF-κB in verschiedenen Zellsystemen zu induzieren.

Diese Zellstimulationsexperimente wurden mit verschiedenen TLR-2-negativen Zellinien

sowie mit Peritonealexsudatzellen TLR-4-defizienter C3H/HeJ-Mäuse durchgeführt.

Weitere Informationen lieferten TLR-2-Überexpressions-Experimente sowie

Zellstimulationen unter Verwendung von anti-TLR-4-Antikörpern. Die Aktivierung von

NF-κB wurde anhand von Gelshifts nachgewiesen. Mit der Überexpression von domi-

nant-negativen Mutanten verschiedener Moleküle der Signalkaskade, mit Kinase-

Hemmstoffen und mit Western Blots wurden die intrazellulären Signaltrans-

duktionswege untersucht.

Für Glykolipide von T. maltophilum und beide verwendeten Lipoteichonsäuren ließ sich

eine klare TLR-2-Abhängigkeit in der Aktivierung von NF-κB und der Induktion von
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proinflammatorischen Zytokinen zeigen. Die Glykolipide von T. brennaborense hinge-

gen waren überraschender Weise gleichzeitig auch TLR-4-Liganden. Beide unter-

suchten Glykolipide sowie beide LTAs aktivierten einen Signalweg unter Einbeziehung

des Adaptermoleküls MyD88 und der NF-κB-induzierenden Kinase (NIK). Des weiteren

konnte der Einfluß der MAP-Kinasen p42/44 und p38 auf die Treponema-Glykolipid-

und LPS-induzierte TNF-α-Ausschüttung dargestellt werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, daß TLR-2 der Hauptrezeptor von

Lipoteichonsäuren ist, und TLR-2 und -4 beide Rezeptoren der Treponema-Glykolipide

sein können. Diese Ergebnisse sollten dazu beitragen, die molekularen Grundlagen der

Reaktionen des Immunsystems auf Gram-positive Bakterien und Treponemen zu

verstehen.

Schlagworte: angeborene Immunantwort, Toll-like Rezeptoren, NF-κB, Treponemen,

Lipoteichonsäuren
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Abstract

The innate immune response to microbial pathogens is able to protect the host after a

first pathogen contact. This immediate immune response is largely mediated by

macrophages and neutrophils. They recognize and phagocytose pathogens, and

coordinate host responses by secreting inflammatory mediators, such as cytokines. The

recognition of lipopolysaccharide (LPS) of Gram-negative bacteria, or peptidoglycan

(PG) and lipoteichoic acids (LTAs) of Gram-positive bacteria leads to the induction of

protein-kinases, the transcription factor NF-κB, and subsequently the release of

proinflammatory cytokines.

Recently, members of the Toll-protein-family, the so-called Toll-like receptors (TLRs)

have been found to be involved in immune cell activation by microbial products. While

TLR-4 has been identified as the transmembrane signal transducer for LPS, and TLR-2

and -6 for different ligands originating from Gram-positive bacteria, the molecular basis

of recognition of lipoteichoic acids and related glycolipids has not been completely

understood: Both, TLR-4 and -2 have been postulated as receptors.

In order to determine the role of TLRs in immune cell activation by Treponema

glycolipids and LTAs experiments involving TLR-2-negative cell lines, macrophages

from TLR-4-deficient C3H/HeJ-mice, cells overexpression TLR-2, and inhibitory TLR-4

antibodies were performed. The induction of NF-κB was assessed by electrophoretic

mobility shift assays.

Glycolipids of two related Treponema species, T. maltophilum (TM) and T.

brennaborense (TB), and LTAs from Staphylococcus aureus (SA) and Bacillus subtilis

(BS) were investigated for induction of nuclear translocation of NF-κB in different cell

systems. Glycolipids from T. maltophilum and both LTAs studied revealed TLR-2-

dependency in induction of NF-κB and proinflammatory cytokines. Surprisingly,

glycolipids from T. brennaborense were found to be TLR-4-ligands. Furthermore an

involvement of the signaling molecules MyD88 and NIK in cell stimulation by LTAs and

glycolipids was revealed by dominant-negative overexpression experiments.

The induction of TNF-α by Treponema glycolipids furthermore was dependent on

activation of MAP kinases p42/44 and p38, as indicated by specific kinase inhibitors.

Tyrosinephosporylation of the p42/44 kinase induced by Treponema glycolipids were
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detected by western blots.

In summary, the results presented here indicate that TLR-2 is the main receptor for

LTAs. Both TLR-2 and -4 serve as receptors for Treponema glycolipids. These results

may potentially contribute to explain immune responses to Gram-positive bacteria and

treponemes.

Keywords: innate immune system, Toll-like receptors, NF-κB, treponemes, lipoteichoic

acids
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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem schützt den Organismus vor Infektionen durch verschiedene

Pathogene, wie Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten. Bei höheren Vertebraten

unterscheidet man die angeborene Immunität („innate immunity“) von der erworbenen

(„adaptive immunity“) Immunität (Medzhitov and Janeway, 1997a). Das erworbene

Immunsystem entstand vor ca. 450 Millionen Jahren. Es erlaubt die Wiedererkennung

von Pathogenen bei der darauffolgenden Infektion und bot damit einen

Selektionsvorteil. Die phylogenetisch ältere angeborene Immunität, von der Formen in

allen mehrzelligen Organismen und Pflanzen zu finden sind, blieb jedoch erhalten

(Hoffmann et al., 1999). Wesentliche Unterschiede beider Formen der Abwehr liegen in

den Mechanismen und Rezeptoren der Pathogenerkennung.

1.1.1 Die angeborene Immunantwort

Wenn Krankheitserreger eine Epithelbarriere überwinden, werden sie sofort von

Phagozyten erkannt. Darauffolgend werden durch die unmittelbare, angeborene

Immunreaktion, mit Hilfe von Gewebsmakrophagen und neutrophilen Granulozyten,

antimikrobiellen Peptiden und des Komplementsystems, die eindringenden Mikro-

organismen bekämpft (Aderem and Underhill, 1999). Diese Reaktion kann schon

ausreichen, um eine Ausbreitung der Infektion zu verhindern. Anderenfalls steuern die

Immunzellen durch die Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen,

durch Antigenpräsentation auf Haupthistokompatibilitätsantigenen („major histocompa-

tibility complex II", MHC II) und durch die Expression kostimulierender Moleküle die

weitere angeborene und adaptive Immunantwort (Roitt et al., 1998; Janeway et al.,

1999).

Die frühe, unmittelbare Pathogenerkennung erfolgt dabei durch keimbahnkodierte

Rezeptoren. Einerseits kodiert nur eine Minderzahl der auf ca. 30000 geschätzten Gene

des menschlichen Genomes Proteine des Immunsystems (Lander et al., 2001; Venter

et al., 2001). Andererseits ist die Gruppe der mikrobiellen Pathogene sehr heterogen

und weist eine hohe Mutationsrate auf. Ein wichtiger Mechanismus der angeborenen
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Immunität besteht daher darin, nicht jedes mögliche Antigen, sondern bestimmte, in der

Evolution hoch konservierte Strukturen zu erkennen (Medzhitov and Janeway, 2000).

Beispiele dieser Strukturen, auch Pathogen-assoziierte molekulare Muster („pathogen-

associated molecular patterns“, PAMPs) genannt, sind Lipopolysaccharide (LPS),

Peptidoglykane (PG), Lipoteichonsäuren (LTA), Mannane, Glykane, bakterielle DNA

und doppelsträngige RNA (Aderem and Ulevitch, 2000; Medzhitov and Janeway, 2000).

Diese chemisch sehr verschiedenen Strukturen haben mehrere Gemeinsamkeiten: sie

werden von Mikroorganismen jedoch nicht vom Wirt selbst gebildet; sie sind essentiell

für die Pathogenität oder das Überleben des Mikroorganismus, und sie kommen in einer

Vielzahl der Pathogene vor (Hoffmann et al., 1999; Medzhitov and Janeway, 2000).

Die Rezeptoren der angeborenen Immunität, sogenannte mustererkennende Rezep-

toren („pattern-recognition receptors“, PRRs), werden auf verschiedenen antigenprä-

sentierenden Zellen, wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert

(Janeway, 1989; Medzhitov and Janeway, 1997b). Diese Effektorzellen haben Rezepto-

ren mit einheitlicher Spezifität. Pathogene können also gleichzeitig von einer großen

Anzahl dieser Zellen erkannt werden, und die von ihnen hervorgerufene Antwort erfolgt

ohne vorherige Proliferation sofort (Medzhitov and Janeway, 2000).

1.1.2 Die adaptive Immunantwort

Haupteffektoren der adaptiven Immunität sind die T- und B-Lymphozyten. Anstelle meh-

rerer verschiedener Rezeptoren, von denen jeder ein konserviertes Oberflächenmolekül

eines Krankheitserregers erkennt, trägt jede ungeprägte T- oder B-Zelle nur Rezeptoren

einer einzigen Spezifität. Diese werden durch einen einzigartigen genetischen

Mechanismus festgelegt, welcher während der Entwicklung dieser Zellen im

Knochenmark und im Thymus abläuft (Roitt et al., 1998; Janeway et al., 1999).

Die Gene für die variablen Regionen der Rezeptoren werden als Gruppen von

Gensegmenten (V-, D- und J-Segmente) weitergegeben. Diese Gensegmente werden

in unterschiedlichen Lymphozyten zu verschiedensten DNA-Sequenzen zusammen-

gesetzt (somatische Rekombination). Die große Anzahl der T- und B-Zellen in der

Gesamtpopulation bewirkt ein fast unbegrenztes Repertoire an Antigenrezeptoren (Roitt

et al., 1998; Janeway et al., 1999).
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Die darauffolgende somatische Selektion der Antigenrezeptoren steht im Kontrast zur

evolutionären Selektion der PRRs. Die somatische Selektion umfaßt verschiedene

Mechanismen, in denen autoreaktive Lymphozyten eliminiert und relevante Effektor-

zellen ausgewählt werden (Roitt et al., 1998; Janeway et al., 1999). Die Präsentation

von Antigenen auf antigenpräsentierenden Zellen ohne kostimulierende Signale führt zu

einer permanenten Inaktivierung des für das Antigen spezifischen Lymphozyten. Da die

Induktion der kostimulierenden Moleküle B7.1 und B7.2 nur nach der Erkennung von

PAMPs durch mustererkennende Rezeptoren erfolgt, scheint die angeborene Immunität

bedeutend für die Vermeidung von Immunität gegen Selbstantigene und nichtpatho-

gene Umweltantigene zu sein (Medzhitov and Janeway, 2000).

So könnten Autoimmunkrankheiten und Allergien zum Teil durch Störungen dieser

Mechanismen erklärt werden (Janeway, 1999; Medzhitov and Janeway, 2000). Mecha-

nismen der angeborenen Immunantwort sind zur Induktion der adaptiven Immunität

erforderlich. Die Antigenpräsentation auf MHC-II-Molekülen und die gleichzeitige

Expression kostimulierender Proteine auf antigenpräsentierenden Zellen bewirken die

Aktivierung und die klonale Proliferation der zu diesem Antigen passenden nativen

CD4-T-Lymphozyten, die für die Aktivierung von B-Zellen, CD8-T-Zellen und weiterer

Makrophagen benötigt werden (Janeway et al., 1999).

1.2 Pathogen-assoziierte molekulare Muster

Die Pathogen-assoziierten molekularen Muster sind in der Evolution hoch konservierte

Strukturen. Sie kommen in einer Vielzahl unterschiedlicher Mikroorganismen vor und

sind potente Induktoren der angeborenen Immunantwort (Hoffmann et al., 1999;

Medzhitov and Janeway, 2000). An dieser Stelle soll ausschließlich auf Lipoteichon-

säuren und ihnen eng verwandte Glykolipide als Vertreter der PAMPs eingegangen

werden.

1.2.1 Lipoteichonsäuren

LTAs repräsentieren eine Gruppe strukturell verwandter amphiphiler Makromoleküle,

welche in der Zellwand einer Vielzahl Gram-positiver Bakterien vorkommen (Wicken
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and Knox, 1975). Sie bestehen aus einem Glyceroglykolipidanteil und einer hydrophilen

Kette (Abbildung 1). Diese erstreckt sich von dem Glyceroglykolipid, das hydrophob in

der Zytoplasmamembran verankert ist, bis in die Peptidoglykanschichten der Zellwand.

Aufgrund von Phosphodiestergruppen bilden die Ketten ein negativ oder zwittrig

geladenes Netzwerk. Dieses Netz trägt zu den elektromechanischen Eigenschaften der

Zellwand bei; es bindet Mg2+-Ionen für verschiedene membranassoziierte Enzyme und

scheint eine Rolle in der Regulation autolytischer Enzyme zu spielen (Heptinstall et al.,

1970; Cleveland et al., 1975). LTAs scheinen ferner als Carrier in der

Teichonsäuresynthese zu fungieren (Lambert et al., 1977).

Poly(glycerophosphat)-LTAs sind für eine große Subgruppe Gram-positiver Bakterien,

deren Guanin- und Cytosinanteil der DNA unter 50% liegt, charakteristisch. Sie sind

durch eine in Phosphodiesterbindung am Glyceroglykolipid hängende 1,3-Poly(glycero-

phosphat)-Kette gekennzeichnet (Fischer et al., 1990). Die LTAs von Staphylococcus

aureus und Bacillus subtilis haben diese klassische Struktur (Archibald and Baddiley,

1966; Iwasaki et al., 1989). Die durchschnittlich 45-50 (SA) bzw. 25-35 (BS) Einheiten

der unverzweigten Ketten bestehen aus Glycerol und Phosphat, sie sind teilweise mit

D-Alaninestern und α-N-Acetylglucosamin substituiert. Die Ketten sind mit Phospho-

diesterbindungen an den Glykolipiden verankert. Diese Glykolipide wurden als

Gentiobiosyldiacylglycerol charakterisiert (Fischer et al., 1981; Iwasaki et al., 1989;

Fischer, 1994; Morath et al., 2001).



5

O

OH
HOHO

O

O
O

OHHOHO

O

O

O

O

C15H31

C15H31

O

R

P
O

O

O-

HO

R

P
O

O

O- O

n
OH

R =

GN

D-Ala

Hydroxy

OH

OH
OH

O
AcHN

O

Gentiobiose

O

O

NH3
+

Abbildung 1: Die Struktur der S. aureus-LTA

Die Abbildung zeigt die chemische Struktur der Poly(glycerophosphat)-LTA von S. aureus. R steht für

D-Acetylglucosamin (GN), D-Alanin-Reste (D-Ala) bzw. Hydroxygruppen. In der Klammer ist eine von ungefähr (n=)

45-50 Glycerophosphateinheiten dargestellt.

Freie LTAs verursachen unterschiedliche immunologische Reaktionen im Säugetierwirt:

Sie aktivieren antikörperunabhängig das Komplementsystem und binden Komplement-

aktivierende Lektine. Ferner stimulieren sie in Abhängigkeit des Lipopolysaccharid-

bindenden Proteins (LBP) und des Zelloberflächenmoleküls CD14 Makrophagen und

induzieren die Antikörperbildung (Hummell and Winkelstein, 1986; Wicken et al., 1986;

Brade et al., 1990; Keller et al., 1992; Fan et al., 1999). Hingegen wurden aufgereinigte

LTAs von Enterococcus hirae, mit Ausnahme einer kleinen Glykolipidfraktion, als

biologisch inaktiv erklärt (Hashimoto et al., 2000).

1.2.2 Treponema-Glykolipide

Die zur Familie der Spirochaetaceae gehörende Gattung Treponema enthält mehrere

humanmedizinisch wichtige Spezies, wie beispielsweise T. pallidum als Erreger der

Syphilis. Treponemen sind strikt anaerob wachsende Bakterien.
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Glykolipide aus zwei neu identifizierten, eng verwandten Treponemen-Spezies, T.

brennaborense (TB) und T. maltophilum (TM), wurden kürzlich beschrieben (Schröder

et al., 2000). TB ist mit der Rinderkrankheit digitale Dermatitis und TM mit der

Peridontitis im Menschen assoziiert (Choi et al., 1994; Choi et al., 1997; Schrank et al.,

1999). Für beide Glykolipide wird eine Struktur aus einem hydrophoben Lipidanker und

einer hydrophilen Kette angenommen. Es fehlen verschiedene LPS-typische

Komponenten, wie β-hydroxylierte Fettsäuren oder die Zucker Kdo und Heptose

(Schröder et al., 2000). Andererseits sprechen ein hoher Phosphatanteil, bestimmte

Zucker und Alanin für eine LTA-ähnliche Struktur. Die Annahme, bei den isolierten

Glykolipiden handele es sich um LTAs, wurde durch die Identifizierung des Lipidankers

des TM-Glykolipides als ein monoacetyliertes Diacylglycerol weiter unterstützt. Die

genaue Charakterisierung des Lipidankers von TB blieb jedoch bis zuletzt erfolglos

(Schröder et al., 2000). Die Treponema-Glykolipide unterscheiden sich von den S.

aureus- und B. subtilis-LTAs hinsichtlich der hydrophilen Ketten. So enthalten die

Ketten der Glykolipide neben Phosphat Hexasaccharide (TM) bzw. Glycane (TB).

Beide Treponema-Glykolipide zeigen immunstimulatorische Aktivität. So induzieren sie

in Monozyten und Makrophagen LBP- und CD14-abhängig inflammatorische

Mediatoren (Schröder et al., 2000).

1.3 Mustererkennende Rezeptoren

Funktionell können die Rezeptoren der angeborenen Immunantwort -die

mustererkennenden Rezeptoren- in drei Klassen unterteilt werden: sezernierte,

endozytierende und signaltransferierende (Medzhitov and Janeway, 2000).

Die sezernierten PRRs wirken als Opsonine. Sie binden an mikrobielle Zellwände und

markieren sie zur weiteren Erkennung durch das Komplementsystem und durch Phago-

zyten. Das am besten charakterisierte Molekül dieser Gruppe ist das Mannan-bindende

Protein (Epstein et al., 1996; Fraser et al., 1998). Dieses kalziumabhängige Lektin

gehört zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine. Das lösliche Mannan-bindende Lektin

(MBP) bindet an Kohlenwasserstoffe (C), welche repetetive Strukturen und äquatorielle

Orientierungen von C3- und C4-Hydroxylgruppen aufweisen. Solche Zucker sind auf

Oberflächen Gram-positiver und -negativer Bakterien, Hefen, Parasiten und einigen
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Viren zu finden. Auf Wirbeltierzellen werden sie jedoch von anderen Zuckerresten

überdeckt. Das pathogengebundene Mannan-bindende Lektin bewirkt über die MBP-

assoziierten Proteasen-1 und -2 die Spaltung des Komplementfaktors C3 und aktiviert

damit den Lektin-Weg des Komplementsystems (Epstein et al., 1996; Fraser et al.,

1998).

Endozytierende mustererkennende Rezeptoren kommen auf der Oberfläche von

Phagozyten vor. Nach der Erkennung bestimmter mikrobieller Musterstrukturen erfolgt

die Aufnahme und Zerstörung der Pathogene in Lysosomen. Pathogeneigene Proteine

können nun prozessiert und auf MHC-Molekülen der Makrophagenoberfläche

präsentiert werden. Gleichzeitig kommt es zur Freisetzung verschiedener Effektoren

und Zytokine (Medzhitov and Janeway, 2000). Der Mannose-Rezeptor, ein Mitglied der

kalziumabhängigen Lektinfamilie, ist ein solcher endozytierender mustererkennender

Rezeptor. Er wird auf Makrophagen, dendritischen Zellen und Endothelzellen

exprimiert. Mit seinen verschiedenen lektinähnlichen Kohlenwasserstoff-Erkennungs-

Domänen -einzelnen oder in Kombinationen- erkennt er spezifisch, auch ohne vorherige

Opsonierung, unterschiedliche Kohlenwasserstoffe auf Mikroorganismen, wie Mannose,

Fucose, N-Acetylglucosamin und Glucose. Verwandte Zucker finden sich oberflächlich

auf Pathogenen, kaum jedoch auf Säugetierzellen (Fraser et al., 1998).

Die Makrophagen-Scavenger-Rezeptoren sind weitere Rezeptoren dieser Gruppe. Typ I

und Typ II Klasse A der Scavenger-Rezeptoren (SR-AI/II) erkennen Opsonin-

unabhängig bakterielle Zellwandkomponenten, wie LPS oder LTA. Sie sind in die Pha-

gozytose apoptotischer Zellen, in die Endozytose modifizierter Lipoproteine und Cho-

lesterinablagerungen und in die Makrophagenadhäsion involviert. SR-AI/II-defiziente

Mäuse sind im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen anfälliger gegen Listeria monocytogenes-,

Herpes Simplex Virus-, Staphylococcus aureus- und Malaria-Infektionen sowie gegen

LPS-vermittelte Schocks (Kobayashi et al., 2000; Medzhitov and Janeway, 2000).

Die letzte Gruppe der mustererkennenden Rezeptoren ist gekennzeichnet durch die

Fähigkeit, die Information der Pathogenerkennung mit Hilfe von Signaltransduktions-

kaskaden („Signaling“) in die Zelle weiterzuleiten und daraufhin die Expression

verschiedener Gene der Immunantwort zu induzieren. Die kürzlich entdeckten

Rezeptoren der Toll-Familie scheinen eine bedeutende Rolle in der angeborenen

Immunantwort zu spielen.
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1.3.1 Toll-like-Rezeptoren (TLRs)

Nach den genauen molekularen Mechanismen der zellulären LPS-Erkennung wurde

lange Zeit gesucht. Wesentliche Fortschritte für das Verständnis von LPS-Effekten

brachte die Entdeckung des LPS-bindenden Proteins (LBP) und des Zelloberflächen-

Glykoproteins CD14 (Schumann et al., 1990; Wright et al., 1990). Doch weder das

Akute-Phase-Protein LBP, noch das intrazelluläre und transmembranäre Domänen

vermissende Glycophosphatidylinositol-verankerte CD14 waren Kandidaten für einen

LPS-Signaling-Rezeptor.

Toll wurde erstmalig in Drosophila melanogaster als ein für die dorsoventrale

Polarisation der Ontogenese entscheidendes Gen identifiziert (Anderson et al., 1985a;

Anderson et al., 1985b; Hashimoto et al., 1988). Gay und Keith entdeckten

Sequenzhomologien der zytoplasmatischen Domänen von Toll-Proteinen und humanen

Interleukin-1 Rezeptoren (IL-1R), die TIR-Domänen (Gay and Keith, 1991). Sowohl der

humane IL-1-Rezeptor, als auch Toll in Drosophila (dToll) induzieren Signaltrans-

duktionswege, die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der Nukleären Faktor κB

(NF-κB)-Familie führen (Belvin and Anderson, 1996). Mitglieder dieser Familie nehmen

Schlüsselrollen in der Induktion von Immunantworten in Säugetieren ein (Ghosh et al.,

1998). Es stellte sich die Bedeutung der durch Toll kodierten Proteinfamilie für die

angeborene Immunantwort in Drosophila heraus. So werden antifungale und

antimikrobielle Proteine nach der Aktivierung von mindestens zwei Mitgliedern der Toll-

Rezeptorfamilie induziert: dToll und 18-wheeler (Lemaitre et al., 1996; Williams et al.,

1997; Anderson, 2000).

Das Immunsystem von Drosophila kann zwischen verschiedenen Pathogenen

unterscheiden, auf eine Pilzinfektion reagiert es mit der selektiven Aktivierung der Toll-

Kaskade und der Produktion antifungaler Peptide (Lemaitre et al., 1997). In Drosophila

ist die Aktivierung einer proteolytischen Kaskade und letztendlich des Peptides Spätzle,

als Ligand für dToll, für die Induktion solcher Immunantworten erforderlich (Hoffmann et

al., 1999; Levashina et al., 1999). Inzwischen sind zehn Mitglieder der Toll-Familie in

Drosophila bekannt (Zhang and Ghosh, 2001).

Medzhitov et al. fanden 1997 das erste humane Toll-Homolog, welches später als Toll-

like-Rezeptor (TLR)-4 identifiziert wurde. Sie zeigten, daß konstitutiv aktive TLR-4-
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Mutanten NF-κB-abhängige Gene für verschiedene Zytokine und kostimulierende

Moleküle aktivieren und bewiesen so deren Bedeutung für die angeborene Immunität

(Medzhitov et al., 1997). Bald darauf wurden weitere humane Toll-like-Rezeptoren

entdeckt und deren Homologie zu dToll und der IL-1-Rezeptor-Familie aufgezeigt. Sie

wurden als transmembranäre Proteine mit Leucin-reichen extrazellulären Domänen

(„leucin-rich repeats“) charakterisiert (Chaudhary et al., 1998; Rock et al., 1998).

Weiteren Fortschritt erbrachten TLR-Überexpressions-Studien, die zunächst dazu

führten, daß humaner TLR-2 als LPS-Rezeptor postuliert wurde (Kirschning et al., 1998;

Yang et al., 1998). Dem widersprach die Identifizierung der für die LPS-Hyporespon-

sivität von zwei Mausstämmen verantwortlichen Gene als TLR-4-Gene (Poltorak et al.,

1998; Qureshi et al., 1999). Inzwischen gilt TLR-4 aufgrund verschiedenster Untersu-

chungen als wesentlicher physiologischer LPS-Rezeptor (Heine et al., 1999; Takeuchi

et al., 1999; Arbour et al., 2000; Hirschfeld et al., 2000; Tapping et al., 2000; Yang et al.,

2000). Neben TLR-4 und CD14 wurde ein weiteres in die LPS-Erkennung involviertes

Protein identifiziert: MD-2, ein sezerniertes Molekül ohne transmembranäre Domäne,

das an die extrazelluläre Domäne von TLR-4 und möglicherweise von TLR-2 bindet

(Shimazu et al., 1999; Dziarski et al., 2001).

Auch die Rolle von TLR-2 in der Erkennung von PG, bakteriellen Lipoproteinen, ganzen

Gram-positiven Bakterien, Mykobakterien und Hefen scheint gesichert (Brightbill et al.,

1999; Hirschfeld et al., 1999; Takeuchi et al., 1999; Underhill et al., 1999a; Underhill et

al., 1999b; Yoshimura et al., 1999; Ozinsky et al., 2000). Die genaue Identität des LTA-

Rezeptors ist dagegen weiterhin ungeklärt. Schwandner et al. identifizierten mit Hilfe

von TLR-Überexpressions-Experimenten TLR-2 als Rezeptor für B. subtilis-, S.

pyogenes- und S. sangius-LTAs (Schwandner et al., 1999). Bald darauf wurde die LTA-

Erkennung via TLR-4 postuliert: S. aureus- und S. sanguis-LTA induzierten inflam-

matorische Mediatoren in TLR-2-Knockout (KO)- und Wildtyp-Mäusen, nicht jedoch in

TLR-4-KO-Mäusen (Takeuchi et al., 1999). Schließlich beschrieben Hashimoto et al.

eine kleine aus E. hirae-LTA aufgereinigte Glykolipidfraktion als alleinig für LTA-Effekte

verantwortlich. Sie zeigten auf, daß TLR-2 und -4 für Zellstimulationen durch diese

Glykolipide notwendig waren (Hashimoto et al., 2000).

Inzwischen wurden neun Mitglieder der TLR-Familie im Menschen identifiziert und

sechs weiter teilweise charakterisiert (Zhang and Ghosh, 2001): Neuesten
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Erkenntnissen zufolge besteht die Bedeutung von TLR-9 in der Erkennung von

Bakterien-DNA (Hemmi et al., 2000). Eine neben der LPS-Erkennung weitere Aufgabe

von TLR-4 scheint in der Immunzellaktivierung durch virale Proteine zu liegen (Kurt-

Jones et al., 2000). Die Funktionen vieler weiterer Rezeptoren sind noch unbekannt.

Umgekehrt sind für einige pathogenassoziierte Liganden noch keine signaltransduzie-

renden Rezeptoren gefunden. Die Expressionsmuster der TLR-Moleküle unterscheiden

sich deutlich: so wird TLR-1 allgegenwärtig; TLR-2, -4, -5 in Phagozyten sowie dendri-

tischen Zellen und TLR-3 nur in dendritischen Zellen exprimiert (Muzio et al., 2000).

Es gibt erste Anzeichen für ein gemeinsames Erkennen pathogener Strukturen durch

mehrere TLRs. So wurde gezeigt, daß TLR-2 und -6 nach ihrer Rekrutierung in

Phagosomen PG identifizieren und eine dem Pathogen angepaßte Immunantwort

steuern (Underhill et al., 1999a; Aderem and Ulevitch, 2000; Ozinsky et al., 2000). Die

Erkennung von Lipoproteinen erfolgt hingegen durch TLR-2, ohne die Mitwirkung von

TLR-6 (Ozinsky et al., 2000).

Die Frage, ob LPS und andere Liganden direkt an die TLRs binden oder, in Analogie zu

Drosophila, eine proteolytische Kaskade initiieren, ist noch nicht endgültig geklärt.

Aktuelle Daten sprechen für eine direkte Bindung von LPS an TLR obwohl „formelle“

Bindungsstudien bisher fehlen (Lien et al., 2000; Poltorak et al., 2000).

1.4 Die intrazelluläre Signaltransduktion

1.4.1 TLR-Signalkaskade

Die in dToll, IL-1R und TLR gefundenen TIR-Domänen weisen auf homologe, über

IL-1R, dToll bzw. TLRs induzierte, hoch konservierte Signalingkaskaden hin (Rock et

al., 1998; Xu et al., 2000). Diese Kaskaden stellen intrazelluläre biochemische Abläufe

zur Weiterleitung von Informationen dar. Verschiedene Protein-Protein-Interaktionen,

Konformationsänderungen und Phosphorylierungen durch Proteinkinasen führen zur

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und damit zur Transkription der für die

immunologische Antwort notwendigen Gene. Zuerst wurde dieser Signaling-Weg in der

Zellstimulation durch IL-1 charakterisiert.

Die Aktivierung von IL-1R induziert die Aggregation des Proteins „IL-1 receptor-
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associated protein“, die Bindung des Adapter-Proteins MyD88 und -eventuell über das

Protein Tollip vermittelt- die Aktivierung der Kinasen „IL-1R-associated kinase“ (IRAK),

IRAK-2 und IRAK-M (Greenfeder et al., 1995; Cao et al., 1996a; Muzio et al., 1997;

Wesche et al., 1997; Wesche et al., 1999; Burns et al., 2000). Die IRAK-Kinasen binden

einen Komplex mit dem Adapter-Protein „tumor necrosis factor receptor-associated

factor 6“ (TRAF6) (Cao et al., 1996b). Die weiteren Schritte des Signalweges sind

weniger eindeutig. Schließlich phosphoryliert der Kinasekomplex „inhibitory κB (IκB)

kinase (IKK) complex“, bestehend aus den beiden Kinasen IKKα und IKKβ, dem

Regulator-Protein IKKχ/NEMO und der Phosphatase Shp-2 das Inhibitorprotein IκB

(DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997; Regnier et al., 1997; Woronicz et al., 1997;

Zandi et al., 1997; Rothwarf et al., 1998; Yamaoka et al., 1998; You et al., 2001).

Neuere Daten lassen auf IKKβ als hauptsächlich verantwortlich für die inflammatorisch

induzierte IκB-Proteolyse schließen (Delhase et al., 1999; Hu et al., 1999).

Die Phosphorylierung von IκB an zwei Serylresten durch den IKK-Komplex bewirkt die

Konjugation von Ubiquitinmolekülen an zwei Lysylreste IκB´s durch eine E3-Ubiquitin-

Ligase (Yaron et al., 1998). Diese Ligase steht am Ende einer Kaskade von Ubiquitin-

konjugierten Enzymen. Als letzter Schritt folgt das Erkennen des phosphorylierten und

Ubiquitin-konjugierten IκB´s durch 26S Proteasomen, die nachfolgende Proteolyse und

die Freisetzung des Transkriptionsfaktors NF-κB (Karin and Ben-Neriah, 2000).

Viele unterschiedliche Proteinkinasen wurden als mögliche Aktivatoren des IKK-

Komplexes beschrieben: Proteinkinase-C-Isoformen sowie Mitogen-aktivierte Protein-

kinase-Kinase-Kinase-Familienmitglieder wie NIK, AKT/PKB, MEKK-1, MEKK-2/-3,

COT/TPL-2 oder TAK-1 (Ghosh et al., 1998; Karin and Ben-Neriah, 2000). Als sehr

wahrscheinlich gilt eine Aktivierung des IKK-Komplexes unter Beteiligung der

Adapterproteine TRAF6, „TAK-1-binding protein 1“ (TAB1) und TAB2 sowie der Kinasen

„transforming growth factor β activated kinase 1“ (TAK-1) und „NF-κB-inducing kinase“

(NIK) (Malinin et al., 1997; Woronicz et al., 1997; Lin et al., 1998; Ninomiya-Tsuji et al.,

1999; Irie et al., 2000). Zusätzlich wurde eine Induktion des IKK-Komplexes über eine

Kaskade aus TRAF6, dem „evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll

pathway“ (ECSIT) und MEKK-1 postuliert (Zhang and Ghosh, 2001).
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Abbildung 2: Die TLR-aktivierte Signalkaskade

Der Erkennung von unterschiedlichen PAMPs durch TLR-2, CD14 und möglicherweise MD-2 bzw. durch TLR-4,

CD14 und MD-2 folgen intrazelluläre Signalkaskaden. Der IRAK-TRAF6-Signalweg wird durch TLR-2 und -4 initiiert.

Die PI3-Kinase-Rac-Akt-Kaskade wird durch TLR-2, vermutlich jedoch nicht durch TLR-4 induziert. Diese Kaskaden

führen zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB, Elk-1 und AP-1 und dadurch zur Induktion verschiedener für

die angeborene Immunantwort bedeutender Gene. Zu ihnen gehören Zytokine-kodierende Gene (wie zum Beispiel

TNF-α, IL-6 und IL-1).

Zusätzliche Aktivierungswege von NF-κB sind beschrieben worden. Es konnte eine

Regulation der NF-κB-Aktivität, ohne Beeinflussung der IκB-Proteolyse, der

Kernwanderung oder der NF-κB-DNA-Bindung aufgezeigt werden (Arbibe et al., 2000).

Diese Prozeß wird ebenfalls über TLRs initiiert; er scheint aber selektiv an TLR-2 und

eventuell TLR-1 und –6 assoziiert (Abbildung 2). Diese TLRs induzieren eine Kaskade,
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welche unter anderem aus dem Protein Rac1, der Phosphoinositid-3 (PI3)-Kinase und

der Kinase Akt besteht (Arbibe et al., 2000).

Die analoge, durch dToll induzierte Signaltransduktion weist homologe Proteine auf:

Tube/MyD88, Pelle/IRAK, LPS-activated kinase/IKK, Cactus/IκB, Dorsal/NF-κB

(Hoffmann et al., 1999; Zhang and Ghosh, 2001).

Auch in der TLR-Signalkaskade der Säugetiere konnten verschiedene Moleküle der

IL-1R- bzw. dToll-Kaskade nachgewiesen werden (Abbildung 2). MyD88 besteht aus

drei funktionellen Domänen: einer death-Domäne, einer intermediären Domäne und

einer TIR-Domäne. Mehrere Arbeiten beschreiben eine Interaktion der TIR-Domänen

von TLR-4 und MyD88 und eine Einbindung von IRAK und TRAF6 in die TLR-4-

induzierte Kaskade (Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1998). Weiterhin konnte eine

LPS-Resistenz von MyD88-KO-Mäusen gezeigt werden. Bemerkenswert war indes die

Tatsache, daß auch in diesen Mäusen Lipid A als biologisch aktiver Anteil von LPS

NF-κB aktivierte (Kawai et al., 1999). Dominant-negative (dn) MyD88-, IRAK-, TRAF6-,

TAK1-, NIK-, IKKα- und IKKβ-Mutanten blockierten Zellaktivierungen durch konstitutiv

aktive TLR-4, sowie durch LPS, S. aureus, M. tuberculosis oder Zymosan (Kirschning et

al., 1998; Muzio et al., 1998; Underhill et al., 1999a; Zhang et al., 1999; Irie et al., 2000).

1.4.2 NF-κB und IκB

NF-κB kann durch unterschiedliche, vor allem inflammatorische und streß-assoziierte

Stimuli aktiviert werden. Neben verschiedenen mikrobiellen Agenzien (über TLRs)

können Zytokine, wie beispielsweise IL-1 und TNF-α sowie proapoptotische Stimuli, wie

UV-Licht und freie Sauerstoffradikale, NF-κB aktivieren. 1986 wurde NF-κB erstmalig in

B-Zellen beschrieben (Sen and Baltimore, 1986). Heute werden unter dem Namen

NF-κB verschiedene induzierbare Transkriptionsfaktoren zusammengefaßt.

Strukturell handelt es sich um Dimere aus Mitgliedern der Rel-Familie von DNA-

bindenden Proteinen. Fünf Rel-Proteine wurden in Säugetieren identifiziert: NF-κB1

(p50 mit seinem Präkursor p105), NF-κB2 (p52 und sein Präkursor p100), c-Rel, RelA

(p65) und RelB. Drei Rel-Proteine -Dorsal, Dif und Relish- wurden in Drosophila

gefunden (Ghosh et al., 1998). Allen Rel-Proteinen ist eine hoch konservierte, 300
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Aminosäuren umfassende Rel-Homologie-Region gemeinsam. Diese Region ist

verantwortlich für die Dimerisation, die DNA-Bindung und die Interaktion mit dem IκB

Protein. Sie enthält außerdem eine Kern-Lokalisations-Sequenz (Ghosh et al., 1998).

Verschiedene NF-κB-Dimere haben unterschiedliche Bindungsaffinitäten zu DNA-κB-

sites. Alle κB-sites enthalten die Konsensussequenz 5´GGGRNNYYCC3´ (R=Purinbase,

Y=Pyrimidinbase und N=R oder Y). Die Rel-Proteine unterscheiden sich zudem in ihrer

Fähigkeit, die Transkription zu aktivieren. Nur für RelA/p65 und c-Rel konnte eine die

Transkription aktivierende Wirkung nachgewiesen werden. Dimere aus anderen Rel-

Proteinen, wie zum Beispiel p50- oder p52-Homodimere scheinen die Transkription zu

hemmen. „Knockout“-Studien zeigten spezifische Funktionen unterschiedlicher Rel-

Proteine (Ghosh et al., 1998).

Inaktive NF-κB-Proteine sind im Zytosol an Inhibitor-Proteine der IκB-Familie gebunden

(Baeuerle and Baltimore, 1988a, b). Zu ihnen gehören IκBα, IκBβ, I-κBχ, IκBε und Bcl-

3; die Präkurser p105 und p100 sowie das Drosophila-Protein Cactus. Jede Isoform

bindet präferenziell an unterschiedliche Kombinationen von Rel-Proteinen. Allen IκB-

Isoformen gemeinsam sind repetitive Ankyrin-reiche Domänen, welche an Rel-

Homologie-Regionen binden und die NF-κB-Kern-Lokalisations-Sequenzen maskieren

(Ghosh et al., 1998). Sie spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation der NF-κB-

Aktivierung. Die Stimulus-abhängige proteolytische Degradation verschiedener IκB-

Mitglieder bewirkt die Kernwanderung von NF-κB, die Transkription und damit die

Induktion von unterschiedlichen Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen und Zell-Adhäsions-

Molekülen (Ghosh et al., 1998; Karin and Ben-Neriah, 2000).

NF-κB-Bindungsstellen auf dem IκBα-Promotor bewirken andererseits auch die

Induktion von IκBα durch NF-κB. IκBα bindet nach der Kernwanderung an NF-κB und

verstärkt damit die Dissoziation von der DNA (Ghosh et al., 1998; Karin and Ben-

Neriah, 2000). Dagegen scheint IκBβ die persistierende Aktivierung von NF-κB bei

andauernder Präsenz aktivierender Agenzien zu bewirken (Ghosh et al., 1998). IκBε ist

vermutlich ein spezifischer Inhibitor von p65- und c-Rel-Komplexen und damit ein

selektiver Regulator bestimmter Gene zu sein (Ghosh et al., 1998; Karin and Ben-

Neriah, 2000). Bcl-3 hat eine Bindungsspezifität für die inhibierenden p50- und p52-

Homodimere. Die durch Bcl-3 bewirkte Transkriptionsaktivierung könnte aus der
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Hemmung dieser Inhibitoren oder aus einer direkten Aktivierung durch p52-Bcl-3-

Komplexe resultieren (Ghosh et al., 1998).

NF-κB reguliert die Transkription vieler, insbesondere für die Entzündung und Immun-

antwort wichtiger Gene. So enthalten die Gene für die Zytokine IL-1β, IL-6 und IL-8 oder

für die kostimulierende Moleküle B7.1 und B7.2 κB-Sequenzen in ihren Promotoren. In

den meisten Zellen schützt die NF-κB Aktivierung vor der Apoptose (Ghosh et al., 1998;

Karin and Ben-Neriah, 2000).

1.4.3 Mitogen-aktivierte Kinasen

Die Mitogen-aktivierten Kinasen (Mitogen-activated protein kinases, MAPKs)-Kaskaden

kommen in allen eukariotischen Zellen vor. Sie werden durch Zellstreß, Hormone,

Neurotransmitter oder Zytokine induziert und regulieren einerseits die Expression von

Genen und andererseits zytoplasmatische Aktivitäten. Diese Signalkaskaden bestehen

aus MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK; MEKK), welche MAPK-Kinasen (MAPKK, MEK)

phosphorylieren und aktivieren, die wiederum MAPKs aktivieren (Widmann et al., 1999).

Jedes dieser Enzyme kommt in verschiedenen Isoformen vor. Des weiteren sind

verschiedene Gerüstproteine bekannt, welche die Spezifität der Signalwege zu erhöhen

scheinen (Schaeffer and Weber, 1999). Dieser Aufbau dient nicht nur der

Signalweiterleitung, sondern insbesondere auch der präzisen Regulation der Kinetik,

Dauer und Amplitude der Aktivität (Widmann et al., 1999).

Zu den nach den MAPKs benannten Kaskaden gehören die „extracellular regulated-

signal kinase“ 1 (ERK1, p44)- und ERK2 (p42)-Kaskaden, welche präferenziell das

Zellwachstum und die Differenzierung regulieren (Abbildung 3). Sie bestehen aus dem

G-Protein Ras, aus der MAPKKK Raf, der MAPKK MEK und den MAPKs ERK1/2

(Kolch, 2000). ERK1 und 2 scheinen funktionell und biochemisch äquivalent, und es ist

bislang ungeklärt, warum zwei ERK-Gene existieren. Weitere Beispiele umfassen die

„c-Jun NH2-terminal kinase“ (JNK)- und die p38 MAPK-Kaskaden, welche vor allem

Streßantworten, wie Entzündung und Apoptose kontrollieren (Ip and Davis, 1998; Lewis

et al., 1998). Eine enge Vernetzung und ein wechselseitiger Signalfluß zwischen den

Kaskaden findet statt (Schaeffer and Weber, 1999).
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Abbildung 3: Die ERK-MAPK-Kaskade

Verschiedene Stimuli, wie beispielsweise Wachstums- und Differenzierungsfaktoren sowie Zellstreß induzieren die

ERK-Kaskade. Sie umfaßt das G-Protein Ras, die MAP-Kinase-Kinase-Kinase Raf, die MAP-Kinase-Kinasen MEK1

und –2 sowie die MAP-Kinasen ERK1 und -2. ERK1/2 steuern zytosolische Vorgänge und aktivieren

Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel Elk-1.

In ruhenden Zellen sind die MAPKs an Zytoskelettelementen im Zytosol gehaftet

(Reszka et al., 1995). Extrazelluläre Stimulationen bewirken die Phosporylierung an

Threonin und Tyrosin der Aktivierungsdomäne. Die verschiedenen MAPKs

unterscheiden sich in dem diese beiden Aminosäuren enthaltendem TXY-Motiv. Die

Phosporylierung induziert die Aktivierung und die nukleäre Translokation der Kinasen

(Nick et al., 1996; Canagarajah et al., 1997; Khokhlatchev et al., 1998). Phosphatasen

sind an der negativen Regulation beteiligt (Gopalbhai and Meloche, 1998). Die MAPKs

p42/44, p38 und JNK sind Seronin/Threonin-Kinasen, welche Prolin an bestimmten

Positionen ihrer Substrate erkennen und diese daraufhin an den Aminosäuren Seronin

bzw. Threonin phosphorylieren (Schaeffer and Weber, 1999). Zu ihren Substraten ge-

hören Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel das Adapterprotein-1 (AP-1) und Elk-1,
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Zytoskelettproteine, Proteinkinasen sowie Phospholipasen (Widmann et al., 1999). LPS

induziert die Phosphorylierung der MAPKs p42/44, p38 und JNK (Han et al., 1994; Lee

et al., 1994; Hambleton et al., 1995; Hambleton et al., 1996).
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1.5 Aufgabenstellung

Wichtige Mechanismen der angeborenen Immunität umfassen die schnelle Erkennung

von PAMPs durch immunkompetente Zellen. LTAs konnten als wichtige PAMPs der

Gram-positiven Bakterien charakterisiert werden. Hingegen blieben die Mechanismen,

mit denen Treponemen die Immunantwort induzieren bislang weitestgehend ungeklärt.

LTA-ähnliche Treponema-Glykolipide wurden kürzlich aufgereinigt und in ihren

immunstimulatorischen Aktivitäten ansatzweise charakterisiert. TLRs konnten ferner vor

kurzem als maßgebliche signaltransduzierende Rezeptoren vieler Immunzellen

identifiziert werden. Verschiedene Mitglieder dieser Proteinfamilie wurden für die

Erkennung von unterschiedlichen PAMPs verantwortlich erklärt. Die Involvierung von

TLRs in die Immunantwort auf LTAs blieb kontrovers. Sowohl TLR-2, als auch TLR-4

wurden für diese Rolle diskutiert. Die Ursachen für diese widersprüchlichen Ergebnisse

waren möglicherweise unzureichende LTA-Extraktionen der verwendeten LTAs.

Im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation ist es beabsichtigt, die zellstimulierenden

Effekte von LTAs und verwandten Treponema-Glykolipiden zu analysieren. Hierfür

wurden LTAs von S. aureus und B. subtilis verwendet, die nach einer neuartigen,

besonders schonenden Butanol-Methode aufgereinigt wurden. Ferner wurden Glyko-

lipide von zwei kürzlich charakterisierten Treponemen-Spezies, T. brennaborense und

T. maltophilum, untersucht. Zielsetzung war es insbesondere zellstimulatorischen Kapa-

zitäten der LTAs und der Glykolipide zu überprüfen. Hierfür sollte eine eventuelle

Induktion des Transkriptionsfaktors NF-κB in verschiedenen Zellen nachgewiesen

werden. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit sollte ferner darin liegen, eine möglichen Invol-

vierung von TLRs in die Immunzellstimulation durch die untersuchten PAMPs zu

analysieren. Weiterhin war eine Untersuchung der initiierten intrazellulären Signaling-

Wege, insbesondere der TLR-NF-κB- und der MAPK-Kaskaden, geplant.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung von Treponema-Glykolipiden

Die Gewinnung der Treponema-Glykolipide wurde durch Nicolas Schröder (Institut für

Mikrobiologie und Hygiene, Charité, Berlin) nach der Phenol-Wasser-Extraktions-

methode durchgeführt und beschrieben (Schröder et al., 2000). Nennenswerte LPS-

Kontaminationen konnten durch den Limulus (LAL)-Essay (QCL-1000, Bio Whittaker,

Walkersville, USA) ausgeschlossen werden. Ein sämtliche während der Extraktion

verwendete Medien und Chemikalien enthaltenes „Mock“-Extrakt wurde hergestellt und

bei allen Experimenten parallel getestet.

2.2 Gewinnung von Lipoteichonsäuren

Die LTAs von Bacillus subtilis (DSMZ 1087) und Staphylococcus aureus (DSM 20233)

wurden freundlicherweise durch PD Dr. T. Hartung (Institut für Biochemische

Pharmakologie, Universität-Konstanz, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Beide LTAs

wurden gleichartig, mit einem neuen, kürzlich beschriebenen Butanol-Verfahren

extrahiert und mittels einer Hydrophoben-Interaktions-Chromatographie (HIC) weiter

aufgereinigt (Morath et al., 2001). Alle Präparationen waren im LAL-Essay negativ.

2.3 RAW264.7- und CHO/CD14-Zell-NF-κB-Shifts

2.3.1 Zellkultur und Stimulation von RAW264.7 und CHO/CD14-Zellen

Die Mausmakrophagen-Zellinie RAW264.7 (American Type Culture Collection ATCC,

Rockville, USA) wurde in RPMI1640-Medium (Life Technologies Ltd, Paisley, UK) mit

1 % Glutamat, 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % fötalem Kälberserum (FCS)

kultiviert. Die Ovarialzellen des chinesischen Hamsters „Chinese hamster ovary cells“

(CHO), die CD14 durch stabile Transfektion exprimierten (freundlicherweise zur Ver-

fügung gestellt durch Dr. L. Hamann, Forschungszentrum Borstel, Deutschland) wurde

in Ham´s nutrient-Medium F-12 (PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich) mit 1 %

Glutamat, 1 % Penicillin/Streptomycin, 10 % FCS und 400 µg/ml Hygromycin B
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(Calbiochem, San Diego, USA) kultiviert.

1,6x106 RAW264.7-Zellen oder 4x105 CHO/CD14-Zellen pro Vertiefung wurden in

6-Loch-Zellkulturplatten ausgesät. Am nächsten Morgen wurden die Zellen mit FCS-

freiem RPMI-Medium gewaschen sowie 3 h darin inkubiert und daraufhin mit

unterschiedlichen Konzentrationen an Treponema-Glykolipiden, LTAs, E. coli 0111:B4-

LPS (Sigma, Deisenhofen) oder S. minnesota Re595-LPS (Sigma) stimuliert. Die

Stimulation erfolgte in Anwesenheit von 2 % nicht hitzeinaktiviertem FCS für 1 h. In

einigen Experimenten wurden die Zellen 1 h vor der Stimulation mit dem anti-TLR-4-

MD-2-Antikörper MTS510 (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. K. Miyake,

Saga Medical School, Japan; [Akashi et al., 2000]) in Konzentrationen von 5 µg/ml

vorinkubiert.

2.3.2 Gewinnung der nukleären Proteine

Zur Herstellung der nukleären Proteine wurden die Zellen mit eiskalten PBS/1 mM

Na3VO4 gewaschen und für 20 min in 150 µl Puffer A (10 mM HEPES, 10 mM KCL,

0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1 mM Na3VO4, 0,5 mM PMSF, 1 mM

Leupeptin und 1 mM NaF) inkubiert. Darauffolgend wurden die Zellen vorsichtig

abgeschabt, und die Zellsuspensionen in 1,5-ml-Eppendorfgefäße überführt. Nach der

Zugabe von jeweils 15 µl 10 %igem Nonidet NP40 wurden die Suspensionen bei 4 °C

mit 13000xg für die Dauer von 1 min zentrifugiert. Die Pellets wurden mit je 50 µl

Puffer B (400 mM NaCl, 20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1 mM

Na3VO4, 0,5 mM PMSF, 1 mM Leupeptin und 1 mM NaF) resuspendiert und für 30 min

bei 4 °C inkubiert. Eine weitere Zentrifugation für 5 min bei 13000xg und 4 °C folgte.

Die gewonnenen Überstände enthielten die nukleären Proteine. Die Überstände wurden

in 1,5-ml-Eppendorfgefäße überführt und deren Proteinkonzentrationen nach Bredford

(Bio-Rad-Protein-Essay, Bio-Rad, München) gemessen. Dafür wurden deren Extink-

tionen bei 595 nm bestimmt und die Konzentrationen anhand einer Eichreihe ermittelt.

Die Überstände wurden aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80 °C aufbewahrt.
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2.3.3 Hybridisierung und Markierung der Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide enthielten die NF-κB-Konsensussequenz

5´-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3´ (Eurogentic, Seraing, Belgien). Zur Herstel-

lung der Doppelstrang-Oligonukleotide (hybridisieren oder „annealen“) wurden äqui-

molare Mengen der komplementären Einzelstränge in T4-PNK-Puffer (USB, Cleveland,

USA) im Thermocycler für 2 min bei 95 °C denaturiert und über einen Zeitraum von 2 h

abgekühlt.

Nach dem „Annealen“ wurden die doppelsträngigen Oligonukleotide durch Phosphory-

lierung mit dem Phosphorisotop 32P am 5´-Ende radioaktiv markiert. Dafür wurde die

DNA zusammen mit dem Enzym T4-Polynukleotidekinase (USB) und γ32-P-dATP (New

England Nucleotids NEN, Zaventem, Belgien) im T4-PNK-Reaktionspuffer für 1 h bei

37 °C inkubiert. Die markierte doppelsträngige DNA wurde chromatographisch in Nick-

Säulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) von den freien Radionukleotiden

abgetrennt und in 1,5-ml-Gefäßen aufgefangen.

2.3.4 „Elektrophoretic Mobility Shift Assay“

Der „Elektrophoretic Mobility Shift Assay“ (EMSA) ist eine Methode, bei der radioaktiv

markierte doppelsträngige DNA-Oligonukleotide durch spezifische Proteinbindungen ihr

Laufverhalten im Elektrophoresegel gegenüber freier DNA ändern.

Reaktionsansätze aus je 4 µg nukleären Proteinen, markierten doppelsträngigen

Oligonukleotiden und 2fach-Bindungspuffern (25 ml HEPES pH 7,8, 70 mM KCl,

1 mM MgCl2, 10 % Glycin, 1 % NP-40, 0,1 % PMSF, 100 ng/µl poly-dIdC [Roche Mole-

cular Biochemicals, Mannheim] und 0,5 mM DTT) wurden 30 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Diese Ansätze wurden in einem 10 %igem Polyacrylamid-Gel mit 0,5fach-TBE

als Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurde das Gel auf

Filterpapier getrocknet und Filme für mehrere Stunden exponiert.

Beim „Supershift-Essay“ wurden den Reaktionsansätzen aus nukleären Proteinen, mar-

kierter ds-DNA und Bindungspuffern noch jeweils 2 µl von anti-p50-, -p52- und -p65-

Antikörpern (Santa Cruz, Heidelberg) hinzugefügt. Die Antikörper verändern nach

spezifischer Bindung die Laufeigenschaften der DNA-Protein-Komplexe. Des weiteren
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wurde einigen Ansätzen spezifische unmarkierte ds-DNA und unspezifische unmar-

kierte ds-DNA in 10fach molaren Überschuß zur Kompetition hinzugegeben.

2.4 U373MG-Zellstimulation

2.4.1 Zellkultur und Stimulation der U373MG-Zellen

Die humane Astrozytom-Zellinie U373MG (ATCC) wurde in DMEM-Medium (Life Tech-

nologies Ltd) mit 1 % Glutamat, 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % FCS kultiviert.

3,75x104 U373MG-Zellen pro Vertiefung wurden in 96-Loch-Zellkulturplatten ausgesät.

Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit DMEM-Medium gewaschen und 16 h

mit Treponema-Glykolipiden, LTA und E. coli 0111:B4-LPS in der Anwesenheit von 5 %

AB-Serum (ABS) stimuliert.

2.4.2 IL-6-ELISA

Die Konzentrationen von hIL-6 in den U373MG-Zellüberständen wurde mittels eines

Sandwich-ELISA (ELISA, enzyme-linked immunosorbend assay) gemessen. Hierfür

wurden MaxiSorp-ELISA-Platten (Nunc, Roskilde, Dänemark) mit 3 µg/ml anti-hIL-6-

Antikörpern (R&D Systems, Wiesbaden) in 100 mM Na2CO3 (pH 8,3) über Nacht bei

4 °C beschichtet. Am nächsten Tag wurden nach dreimaligem Waschen mit

Waschpuffer (PBS, 0,05 % Tween20) die freien Proteinbindungsstellen mit Blockie-

rungspuffer (PBS, 0,05 % Tween20, 10 % FCS) für 1 h bei Raumtemperatur blockiert.

Daraufhin folgte, wie auch vor jedem weiteren Schritt, ein dreimaliges Waschen mit

Waschpuffer. Nun wurden eine Standardreihe mit hIL-6 (R&D) sowie die U373MG-

Zellüberstände in 1:2-Verdünnungen auf die ELISA-Platten aufgetragen und für 2 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

Bei Raumtemperatur erfolgte auch die Detektion mit 25 ng/ml Biotin-konjugierten anti-

hIL-6-Antikörpern (R&D) für 1 h und darauffolgend mit 1 µg/ml Streptavidin-Peroxidase

für 1 h, jeweils in dem Blockierungspuffer. Die Substratreaktion erfolgte mit Ortho-

Phenylen-Diphosphat (Sigma) als Substrat. Nach dem Abstoppen der Farbreaktion

durch 2 M H2SO4 wurde die Extinktion mit einem Spektrometer (SpectraFluor Plus,
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Tecan, Crailsheim) gemessen, und die jeweilige Konzentrationen anhand der

Standardkurve ermittelt. Die Absolutwerte der gemessenen IL-6-Konzentrationen lagen

im Bereich zwischen 130 pg/ml und 600 pg/ml.

2.5 HEK293-Zell-Überexpressions-Experimente

2.5.1 Transformation und Isolierung von Plasmid-DNA

Für die Überlassung der TLR-, dnMyD88 und dnNIK-kodierenden Plasmide (auf pFlag-

CMV-1 Expressionsvektor) bin ich Dr. Carsten J. Kirschning (Institut für Mikrobiologie,

Immunologie und Hygiene, TU-München) sehr dankbar. Des weiteren wurden RSV-β-

Galaktosidase-kodierende Plasmide (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von

Werner Hallatschek, Institut für Mikrobiologie und Hygiene, Charité, Berlin) und NF-κB-

Bindungsstellen enthaltene ELAM-1-Luciferase-Reporter-Plasmide (Schindler und

Baichwal, 1994) verwendet.

Für die Transformation in E. coli XL1-Blue wurden 100 µl dieser kompetenten Zellen

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Michaela Müller, Institut für Mikrobiologie

und Hygiene, Charité, Berlin) mit 1 µg Plasmid-DNA für 30 min auf Eis, für 2 min bei

42 °C und für weitere 10 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde nun mit 900 µl LB-

Medium (1 % Bacto-Tryptan, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl) versetzt und für 1 h bei

37 °C inkubiert. Jeweils 100 µl wurden auf Selektionsagar (LB-Medium mit 50 µg/ml

Ampicillin, Agar/Difco, Detroit, USA) ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei

37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden weiße Kolonien ausgewählt und daraus 5 ml-

Vorkulturen in LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin hergestellt.

Die Vorkulturen wurden für die Dauer von 10 h kultiviert. Nach dieser Zeit wurden

jeweils mit 2 ml dieser Vorkulturen „Minipreps“, nach den Instruktionen des Herstellers

(QiaQuick-Miniprep-kit, Qiagen, Hilden), durchgeführt. Die hierbei isolierten DNAs

wurden mittels Restriktionsverdau auf ihre Identität geprüft. Für die Hauptkulturen

wurden jeweils 1 ml der Vorkulturen in 100 ml LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin über

Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen bei 4500xg für 15 min

abzentrifugiert; und die Plasmid-DNA wurde mittels „Maxiprep“, nach Anleitung des

Herstellers (Plasmid Maxi-kit, Qiagen) isoliert. Mittels Extinktions-Messungen bei
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260 nm wurden die DNA-Konzentrationen ermittelt.

2.5.2 Zellkultur und Transfektion der HEK293-Zellen

Die humanen embryonalen Nieren-(HEK)293-Zellen (Tularik, South San Francisco,

USA) wurden in DMEM-Medium (Life Technologies Ltd) mit 1 % Glutamat, 1 % Peni-

cillin/Streptomycin und 10 % FCS kultiviert. 3x105 HEK293-Zellen pro Vertiefung

wurden in 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesät, am folgenden Tag mit DMEM-Medium

gewaschen und mit Hilfe der Kalziumphosphatpräzipitations-Methode nach den Instruk-

tionen des Herstellers (CalPhos™ Mammalian Transfection Kit, Clontech Laboratories,

Palo Alto, USA) transient transfiziert. Bei diesem Transfektionsverfahren bilden sich

Kristalle aus Kalziumphosphat und DNA, welche dann von den Zellen durch Endo-

zytose aufgenommen werden.

Es wurden jeweils 0,2 µg der leeren Expressionsvektoren bzw. der TLR-kodierenden

Plasmide zusammen mit jeweils 0,5 µg der ELAM-1-Luciferase-Reporter-Plasmide (zur

Bestimmung der NF-κB-Aktivität) und jeweils 0,5 µg des RSV-β-Galaktosidase-Plas-

mide (zur Normalisierung der Transfektionseffizienz) kotransfiziert. In anderen Experi-

menten wurden ELAM-1-Luciferase-Reporter und RSV-β-Galaktosidase-Plasmide

zusammen mit jeweils 0,1 µg der dnMyD88- oder der dnNIK-kodierenden Plasmide

transfiziert. Nach 8 h wurden die Zellen mit DMEM-Medium/10 % FCS gewaschen und

über Nacht kultiviert.

2.5.3 Stimulation der HEK293-Zellen

Am folgenden Tag wurden die HEK293-Zellen mit Glykolipiden und LTAs in der

Anwesenheit von 2 % FCS stimuliert. Nach 6 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen.

2.5.4 Galaktosidase- und Luciferase-Bestimmung

Die Lysierung der Zelle, die Luciferase-Bestimmung mit dem „Luciferase Reporter Gen

Essay“ (Roche Molecular Biochemicals) und die β-Galaktosidase-Bestimmung mit dem
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„β-Gal Reporter Gen Essay, chemilumineszenz“ (Roche Molecular Biochemicals)

erfolgte nach den Instruktionen der Hersteller. Die erhaltenen Luciferase-Werte wurden

zur Normalisierung der Transfektions-Effizienzen durch die β-Galaktosidase-Werte

dividiert und als relative Luciferase-Aktivitäten angegeben.

2.6 Versuche mit C3H/HeJ- und C3H/HeN-Mauszellen

2.6.1 Gewinnung von Peritonealexsudatzellen

Peritonealexsudatzellen (PEZ) von C3H/HeJ- und C3H/HeN-Mäusen (Charles River,

Sulzbach) wurden mit Thioglycollat aufgereinigt. Hierfür wurde 6-8 Wochen alten

Mäusen 2 ml 3 % Thioglycollat-Medium (Sifin, Berlin) intraperitoneal injiziert. Nach

3 Tagen wurde den Tieren 10 ml eiskaltes HBSS (Life Technologies) intraperitoneal

injiziert und durch die Aspiration desselben die PEZ gesammelt. Die Zellsuspensionen

wurden bei 170xg für 10 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen mit

RPMI1640-Medium resuspendiert. Nach einem identischen zweiten Waschschritt

wurden die Zellen in RPMI1640/5 % FCS in einer Dichte von 1x106 PEZ je Vertiefung in

12-Loch-Zellkulturplatten ausgesät.

2.6.2 Stimulation, Gewinnung nuklearer Protein und EMSA

Am nächsten Morgen wurden die Zellen in RPMI1640-Medium gewaschen, 3 h in FCS-

freiem Medium inkubiert und daraufhin mit Treponema-Glykolipiden, LTAs oder

S. minnesota-LPS (Sigma) stimuliert. Die Stimulation erfolgte in 2 % FCS enthaltendem

RPMI1640-Medium für 1h. Die Gewinnung der nukleären Proteine erfolgte, mit

Ausnahme geänderter Volumina der Puffer A (75µl) und B (25µl), wie unter 2.3.2.

beschrieben. EMSA wurde wie unter 2.3.4. geschildert durchgeführt.

2.7 TNF-α-Bestimmung in RAW264.7-Zellüberständen

2.7.1 Stimulation der RAW264.7-Zellen

RAW264.7-Zellen wurden in einer Dichte von 5x104 je Vertiefung in einer 96-Loch-
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Zellkulturplatte ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit RPMI1640-Medium

gewaschen und in Anwesenheit von 2 % nicht hitzeinaktiviertem FCS mit Treponema-

Glykolipiden oder E. coli 0111:B4-LPS stimuliert. In einigen Versuchen wurden die

Zellen 1 h vor der Stimulation mit 50 µM des MEK-Inhibitors PD 98059 (Calbiochem)

bzw. 10 µM des p38-Inhibitors SB 203580 (Alexis, Läufingen, Schweiz) inkubiert.

2.7.2 mTNF-α ELISA

Die mTNF-α-Konzentrationsmessungen in den RAW264.7-Zellüberständen erfolgte mit-

tels eines Sandwich-ELISA. Hierfür wurden MaxiSorp-ELISA-Platten (Nunc) mit 3 µg/ml

anti-mTNF-α-Antikörpern (PharMingen, Heidelberg) in 100 mM Na3PO4 (pH 6,0) über

Nacht bei 4 °C beschichtet. Am nächsten Tag wurden nach dreimaligem Waschen mit

Waschpuffer (PBS, 0,05 % Tween20) die freien Protein-Bindungsstellen mit Blockie-

rungspuffer (PBS, 0,05 % Tween20, 10 % FCS) für 1 h bei Raumtemperatur blockiert.

Daraufhin folgte, wie auch vor jedem weiteren Schritt, ein dreimaliges Waschen mit

Waschpuffer. Nun wurden eine Standardreihe mit mTNF-α (R&D) und die RAW264.7-

Zellüberstände in einer 1:7,5-Verdünnung auf die ELISA-Platten aufgetragen und über

Nacht bei 4 °C inkubiert. Bei Raumtemperatur erfolgte die Detektion mit 500 ng/ml

Biotin-konjugierten anti-mTNF-α-Antikörpern (PharMingen) für die Dauer von 1 h und

darauffolgend mit 1µg/ml Streptavidin-Peroxidase für 1h, jeweils in Blockierungspuffer.

Die Substratreaktion erfolgte mit Ortho-Phenylen-Diphosphat (Sigma) als Substrat.

Nach dem Abstoppen der Farbreaktion durch 2 M H2SO4 wurde die Extinktion mit

einem Spektrometer (SpectraFluor Plus, Tecan) gemessen und die jeweilige mTNF-α-

Konzentration anhand der Standardkurve ermittelt.

2.7.3 LDH-Bestimmung

Zur Bestimmung der Toxizität der verwendeten Stimuli und Kinasehemmstoffe auf die

RAW264.7-Zellen wurden nach dem Stimulationsende die Laktatdehydrogenase (LDH)

in den Überständen ermittelt. Hierzu wurde ein Testkit verwendet (Cytotoxicity Detection

Kit [LDH], Roche Molecular Biochemicals). 100 µl Überstand wurden mit 100 µl der

Testlösung vermischt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend
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wurde die Farbreaktion mit 50 µl 1 M Salzsäure pro Vertiefung gestoppt und die

Farbintensität mittels eines Spektrometers (SpectraFluor Plus, Tecan) bei 492 nm

bestimmt. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ anhand der Absorptionsunterschiede

der einzelnen Proben.

2.8 Bestimmung der Tyrosinphosporylierungen der p42/44-Kinase in

RAW264.7-Zellysaten

2.8.1 Zellstimulation und Aufreinigung der postmitochondrialen Überstände

RAW264.7-Zellen wurden in einer Dichte von 1,6x106 je Vertiefung in 6-Loch-

Zellkulturplatten ausgesät. Am nächsten Tag wurden sie nach dreimaligem Waschen

mit RPMI1640 für 3 h in FCS-freiem RPMI1640-Medium inkubiert. Die Stimulation mit

Treponema-Glykolipiden oder E. coli 0111:B4-LPS, in der Anwesenheit von 2 % nicht

hitzeinaktiviertem FCS erfolgte für die Dauer von 20 min. Bestimmte Zellproben wurden

vor der Stimulation für 1 h mit den Inhibitoren PD 98059 (50 µM) und SB 203580

(10 µM) inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit eiskaltem PBS/1 mM Na3VO4.

Zur Gewinnung der postmitochondrialen Überstände wurden die Zellen mit 150 µl Lysis-

puffer (1 % Triton X-100 [Carl Roth, Karlsruhe], 20 mM Tris-HCl [pH 8], 137 mM NaCl,

10 % Glycerol, 1 mM Na3VO4, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 1 mM Phenylmethan-

sulfonylflurid, 0,2 mM Leupeptin, 0,15 U/ml Aprotinin) für 15 min bei 4 °C inkubiert. Die

Zellen wurden nun abgeschabt, und die Zellsuspension bei 12000xg für 30 min

abzentrifugiert. Die Überstände wurden in 1,5-ml-Eppendorfgefäße überführt und ihre

Proteinkonzentrationen, wie unter 2.3.2. beschrieben, bestimmt. Die Proben wurden

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.8.2 Elektrophorese und Phospho-p42/44- und p42/44-Western-Blot

Die Bestimmung der Tyrosinphosphorylierungen der p42/44-Kinasen erfolgte mittels

Elektrophorese und der Western-Blot-Technik. Für die Elektrophorese wurden 50 µg

der postmitochondrialen Überstände in einem Puffer (50 mM Tris-HCl [pH 6,8], 2 %

SDS, 0,1 M DTT, 10 % Glycerol, 0,1 % Bromphenolblau) für 5 min bei 95 °C erhitzt und
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sodann in einem 12 %igen SDS-Polyacrylamid-Gel (Laufpuffer: 25 mM Tris-Base,

250 mM Glycin, 0,1 % SDS) aufgetrennt. Nun wurde das Gel in einen Transferpuffer

(25 mM Tris-HCl, 0,2 M Glycerol, 20 % Methanol) gelegt. Gleichzeitig wurde eine

Hybond-C-Membran (Amersham Pharmacia Biotech) für 1 sec mit Methanol benetzt

und ebenfalls in den Transferpuffer getaucht. Nach 10 min wurden das Gel und die

Hybond-C-Membran in eine „Blotting“-Apparatur (Hölzel GmbH, Dörfen) gelegt, und die

Proteine von dem Gel auf die Membran transferiert.

Es folgte, wie auch vor jedem weiteren Schritt, ein dreimaliges Waschen mit

Waschpuffer (PBS, 0,1 % Tween20). Nun wurden die freien Proteinbindungsstellen mit

Hilfe von Blockierungspuffer (PBS, 0,1 % Tween20, 5 % Trockenmilchpulver [Sigma])

für 1 h blockiert. Die Membran wurde für 3 h mit Kaninchen-anti-pp42/44-Antikörpern

(New England Biolabs, Schwalbach) in einer 1:1000-Verdünnung in einem Puffer A

(PBS, 0,1 % Tween20, 5 % Rinderserumalbumin [Carl Roth]) inkubiert. Im Anschluß

wurde die Membran mit Peroxidase-konjugierten anti-Kaninchen-IgG-Antikörpern

(Biogenes, Berlin) in einer 1:5000-Verdünnung in Puffer A für 90 min inkubiert. Die

Detektion erfolgte mit dem ECL-System (Amersham Pharmacia Biotech) nach den

Instruktionen des Herstellers, und ein Hyperfilm-ECL-Film (Amersham Pharmacia

Biotech) wurde belichtet.

Nach dem Abwaschen der vorherigen Antikörper in „Stripping“-Puffer (100 mM

HSCH2CH2OH, 2 % SDS, 62,5 mM Tris-HCl) bei 50 °C für 20 min wurde als

Ladekontrolle die p42/44-Kinase semiquantitativ ermittelt. Hierfür wurde ein Western

Blot, in Analogie zur pp42/44-Bestimmung, durchgeführt. Ziege-anti-ERK1-Antikörper

sowie Ziege-anti-ERK2-Antikörper (Santa Cruz) wurden als erste und Peroxidase-

konjugierte-anti-Ziege-IgG-Antikörper (Santa Cruz) als zweite Antikörper verwendet.

2.9 Statistische Auswertung und benutzte Software

Alle gezeigten Versuche, mit Ausnahme des in Abbildung 9 gezeigten Experiments,

wurden mehrfach erfolgreich durchgeführt. Die Abbildungen der NF-κB-Gelshifts und

des Western Blots wurden mit dem Programm Adobe Photoshop D1-4.0 (Adobe

Systems Inc., San Jose, USA) bearbeitet. Die gewonnenen Daten aus den ELISA-,

Luciferase- und Galaktosidase-Messungen wurden mit dem U-Test von Mann Whitney
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untersucht. Aufgezeigt wurden qualitative Unterschiede, nicht jedoch multiple

Differenzen. Unterschiede wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als

 5% (p < 0,05) als signifikant betrachtet. Hierfür wurde das Programm SPSS 9.0 (SPSS

Inc., Chicago, USA) verwendet. Mittelwerte und Mittelwertabweichungen wurden mit

Hilfe des Programms Excel 97 (Microsoft Corp., Redmond, USA) berechnet und

graphisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Induktion von NF-κB durch Treponema-Glykolipide und Lipoteichon-

säuren in RAW264.7- und CHO/CD14-Zellen

Zu Beginn wurden die Glykolipide von T. brennaborense (TB) und T. maltophilum (TM)

sowie die LTAs von B. subtilis (BS) und S. aureus (SA) auf ihre Fähigkeit hin unter-

sucht, die Translokation des Transkriptionsfaktors NF-κB zu induzieren. LPS von E. coli

diente als Positiv- und ein „Mock“-Extrakt als Negativkontrolle. Die Mausmakrophagen-

Zellinie RAW264.7 wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen der verschiedenen

Stimuli in der Anwesenheit von 2 % nicht hitzeinaktiviertem FCS für die Dauer von 1 h

inkubiert. Anschließend wurden die nukleären Proteine der RAW264.7-Zellen

aufgereinigt und mittels NF-κB-EMSA untersucht.

Beide verwendeten Treponema-Glykolipide, beide LTAs sowie LPS zeigten sich als

potente Induktoren der NF-κB-Translokation in RAW264.7-Zellen (Abbildung 4). Der

Aktivierungsgrad des Transkriptionsfaktors erhöhte sich mit den eingesetzten Kon-

zentrationen beider Glykolipide, wobei sich TB im Vergleich zu TM als geringfügig

potenter erwies. Dem als Kontrolle eingesetzten „Mock“-Extrakt fehlte jegliche stimu-

latorische Aktivität.

Die stabil mit CD14 transfizierten CHO-Zellen (CHO/CD14) tragen eine TLR-2-Mutation,

und es fehlen funktionelle TLR-2-Transkripte (Heine et al., 1999). Hingegen verfügen

sie über funktionsfähige TLR-4 Rezeptoren (Lien et al., 1999). Die Rolle von TLR-2 in

der NF-κB-Aktivierung durch Treponema-Glykolipide und Lipoteichonsäuren wurde

durch den Einsatz dieser TLR-2-negativen Zellinie untersucht. Die CHO/CD14-Zellen

wurden mit identischen Konzentrationen der gleichen Stimuli wie im RAW264.7-Zell-

versuch inkubiert, und die NF-κB-spezifischen DNA-Bindungsaktivitäten der nukleären

Extrakte wurden mittels EMSA geprüft.

TB und LPS induzierten im Gegensatz zu TM, BS und SA konzentrationsabhängig den

Transkriptionsfaktor NF-κB (Abbildung. 4). Das Unvermögen der TM-Glykolipide und

beider LTAs zur NF-κB-Aktivierung in diesen Zellen deutet eine TLR-2-Involvierung in

die Zellaktivierung durch diese Stimuli an.
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Abbildung 4: Die NF-κB-Induktion durch Treponema-Glykolipide und Lipoteichonsäuren in RAW264.7- und

CHO/CD14-Zellen

RAW264.7- und CHO/CD14-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Glykolipiden von T.

brennaborense (TB) und T. maltophilum (TM) sowie LTAs von B. subtilis (BS) und S. aureus (SA), im Vergleich zu

LPS und „Mock“-Extrakt, stimuliert (n. d., nicht durchgeführt). Nach 1 h wurden die nukleären Extrakte aufgereinigt

und mit radioaktiv markierten, die NF-κB-Bindungssequenz enthaltenden Oligonukleotiden inkubiert. Die NF-κB-

Bindungsaktivitäten wurden mittels EMSA bestimmt. Gezeigt ist ein repräsentatives von vier unabhängig voneinander

durchgeführten Experimenten.

3.1.1 Kompetitions- und Supershift-Analyse

Kompetitions- und Supershift-Experimente wurden zur weiteren Identifizierung der

Banden beider vorangegangener Versuche durchgeführt. Die Versuche erfolgten mit

nukleären Proteinen unstimulierter sowie LPS-stimulierter RAW264.7- und CHO/CD14-

Zellen.

Im Gegensatz zu unspezifischen Oligonukleotiden konnte die unmarkierte, spezifisch

NF-κB-bindende DNA die Anlagerung des Transkriptionsfaktors an radioaktiv markierte,

spezifische Oligonukleotide verhindern, was für eine Kompetition um die Bindung

spricht (Abbildung. 5). Diese Kompetition weist die spezifische Bindung der nukleären

Proteine mit der NF-κB-Sequenz nach.

Die p50-, p52- und p65-erkennenden Antikörper wurden zur Identifizierung der Unter-

einheiten des Transkriptionsfaktors verwendet. In den RAW264.7-Zellen wurden durch

die p50- und p65-Antikörper die Laufeigenschaften der Protein-DNA-Komplexe
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verändert. Somit scheinen die Rel-Proteine p50 und p65 Hauptbestandteile der NF-κB-

Dimere in diesen Zellen zu sein. In den CHO/CD14-Zellen konnte insbesondere p65 als

hauptsächlicher Bestandteil der NF-κB-Proteine durch „Supershifts“ identifiziert werden.
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Abbildung 5: Kompetition und Supershift-Analyse der DNA-Protein-Komplexe

Nukleäre Extrakte von unstimulierten und stimulierten RAW264.7- und CHO/CD14-Zellen wurden mit radioaktiv

markierten, die NF-κB-Konsensussequenz enthaltenden DNA-Proben inkubiert. Ein Teil der DNA-Protein-Komplexe

wurde mit unmarkierten, unspezifischen oder spezifischen Oligonukleotiden, jeweils in 10-fach molarem Überschuß,

zur Kompetitionsanalyse inkubiert. Die DNA-Protein-Bindungen ließen sich nur spezifisch kompetitieren. Des

weiteren wurden einigen Proben p50-, p52- oder p65-erkennende Antikörper zur Supershift-Analyse hinzugegeben.

Die Bindungen der Antikörper veränderten die Laufeigenschaften der DNA-Protein-Komplexe; Teile der Banden

wurden „geshiftet“.
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3.2 Die Induktion von hIL-6 in U373MG-Zellen

Um die Rolle von TLR-2 in der Zellaktivierung und insbesondere in der Zytokininduktion

durch LTAs und TM weiter zu überprüfen, wurde eine zweite TLR-2-negative, TLR-4-

positive Zellinie -die humane Astrozytom-Zellinie U373MG- verwendet (Hirschfeld et al.,

1999). Diese Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen beider Treponema-Glyko-

lipide, beider LTAs sowie von LPS stimuliert, und es wurden die hIL-6-Konzentrationen

in den Überständen mittels ELISA bestimmt.

TB und insbesondere LPS waren in der Lage, dosisabhängig hIL-6 zu induzieren

(Abbildung 6). Hingegen hatten beide LTAs und die TM-Glykolipide keinen oder nur

einen minimalen Effekt auf die IL-6-Sekretion der U373MG-Zellen. Diese Ergebnisse

bestätigen die vorherigen Daten der CHO/CD14-Zellexperimente, die für TM und die

beiden LTAs eine TLR-2-abhängige Zellstimulation nahelegten.
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Abbildung 6: Die Induktion von hIL-6 in U373MG-Zellen

U373MG-Zellen wurden über Nacht mit verschiedenen Konzentrationen von Treponema-Glykolipiden (TB, TM), LTAs

(SA, BS) oder LPS, im Vergleich zum „Mock“-Extrakt stimuliert. Am folgenden Tag wurden die hIL-6-Konzentrationen

in den Zellüberständen mit Hilfe eines hIL-6-ELISA ermittelt. Zu sehen sind Mittelwerte und Mittelwertabweichungen

von zwei unabhängigen Experimenten, jeweils mit Vierfach- bzw. Dreifachwerten. Signifikante Unterschiede

(p < 0,05) gegenüber der Kontrolle (-) sind gekennzeichnet (*).
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3.3 TLR-Überexpressionen

Die Ergebnisse der TLR-2-negativen Zellsysteme sollten nun durch TLR-

Überexpressions-Versuche bestätigt werden. Dazu wurde die embryonale Nierenzellinie

HEK293 verwandt. Diese wurden mit TLR-2-kodierenden Plasmiden bzw. leeren

Expressionsvektoren, NF-κB-abhängigen ELAM-1-Promotor-Luciferase-Reporter-

Konstrukten und RSV-β-Galaktosidase-Konstrukten kotransfiziert. Nach einer Ruhepha-

se wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen von TB, TM, BS und SA

stimuliert und die relativen Luciferase-Aktivitäten mittels eines Chemilumineszenz-

Meßgerätes ermittelt.

Keiner der verwendeten Stimuli aktivierte die mit den leeren Expressionsvektoren

transfizierten Zellen (Abbildung 7). Dagegen verursachte die Expression von TLR-2

eine Induzierbarkeit der Luciferase-Aktivitäten durch die verschiedenen bakteriellen

Produkte. Die beiden LTAs und -mit Abstrichen- TM, die sich in den vorherigen Experi-

menten als klare TLR-2 abhängige Stimulanzien erwiesen hatten, zeigten sich in

diesem TLR-2-Überexpressions-Versuch als starke Induktoren der Luciferaseaktivität.

Die TB-Glykolipide waren hingegen erst in Konzentrationen von 100 µg/ml in der Lage,

die Luciferaseaktivität signifikant zu induzieren. Diese Ergebnisse bestätigen somit

erneut die große Bedeutung von TLR-2 in der Zellaktivierung durch die LTAs und TM-

Glykolipide sowie die geringere Bedeutung von TLR-2 in der Zellaktivierung durch die

TB-Glykolipide.
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Abbildung 7: Effekt der TLR-2-Überexpression auf die NF-κB-Aktivierung durch Treponema-Glykolipide und

Lipoteichonsäuren

Die humanen HEK293-Zellen wurden transient mit jeweils 0,2 µg des leeren Expressionsvektors oder des

TLR-2-kodierenden Vektors, zusammen mit jeweils 0,5 µg eines NF-κB-abhängigen Luciferase-Reporter-

Plasmids und eines β-Galaktosidase-Konstrukts, kotransfiziert. Nach einer Ruhepause wurden die Zellen

mit TB, TM, BS und SA in den angegebenen Konzentrationen stimuliert, und die Luciferase- und β-

Galaktosidase-Aktivitäten nach weiteren 6 h bestimmt. Relative Luciferase-Aktivitäten wurden nach den

Normalisierungen der Luciferase-Werte mit den β-Galaktosidase-Werten ermittelt. Dargestellt sind

Mittelwerte und Mittelwertabweichungen von Doppelwerten aus zwei unabhängigen Versuchen.

Signifikante Unterschiede (p < 0,05) gegenüber den nicht mit TLR-2 transfizierten Zellproben (*1) sowie

gegenüber den TLR-2-transfizierten, unstimulierten Zellproben (*2) sind dargestellt. Zwei weitere

Versuche wiesen nahezu identische Resultate auf.

3.4 Die Überexpression von dominant-negativen Signaling-Molekülen

Die intrazelluläre Signalkaskade Glykolipid- und LTA-stimulierter Zellen wurde anhand

der Überexpression dominant-negativer Mutanten zweier Signaling-Moleküle unter-

sucht. Verwendet wurden Plasmide, welche Mutanten des Adapterproteins MyD88 und

der NF-κB-induzierenden Kinase (NIK) kodierten (siehe auch Abbildung 2, Seite 12).

Diese DNA wurde in HEK293-Zellen zusätzlich zu TLR-2-, Luciferase- und β-Galakto-

sidase-Konstrukten, transient transfiziert. Nach der Stimulation der Zellen mit 100 µg/ml
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Treponema-Glykolipiden oder 10 µg/ml LTAs wurden die relativen Luciferase-Aktivi-

täten ermittelt.

In Bestätigung der vorherigen Ergebnisse zeigte sich auch hier eine Stimulation der

Zellen durch die verwendeten Stimulanzien (Abbildung 8). Dominant-negative MyD88-

und dominant-negative NIK-Mutanten inhibierten jegliche durch TB, TM, BS oder SA

induzierte Luciferase-Aktivitäten. Eine entscheidende Rolle von MyD88 und NIK in der

durch diese Stimuli induzierten, TLR-2-abhängigen Signaltransduktion wird daher

postuliert.
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Abbildung 8: Einfluß der Signaling-Moleküle MyD88 und NIK in die Treponema-Glykolipid- und LTA-

induzierte NF-κB-Aktivierung

HEK293-Zellen wurden transient mit TLR-2-, Luciferase- und β-Galaktosidase-Konstrukten kotransfiziert. Zusätzlich

wurden 0,1 µg von dominant-negativen Mutanten der Signaling-Moleküle MyD88 oder NIK transfiziert. Die Zellen

wurden mit 100 µg/ml der Treponema-Glykolipide oder 10 µg/ml der LTAs stimuliert, und die relative Luciferase-

Aktivitäten wurden ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte und Mittelwertabweichungen von jeweils zwei Doppelwerten aus

zwei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) gegenüber der

Kontrolle sind gekennzeichnet (*).
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3.5 Die Induktion von NF-κB durch Treponema-Glykolipide und Lipoteichon-

säuren in Peritonealexsudatzellen von C3H/HeJ- und C3H/HeN-Mäusen

Die C3H/HeJ-Mäuse tragen im Gegensatz zu C3H/HeN-Mäusen eine Punktmutation im

TLR-4-kodierenden Gen, die in einer ausgeprägten LPS-Resistenz resultiert (Poltorak

et al., 1998). Peritonealexsudatzellen (PEZ) von Tieren dieser Stämme wurden

verwendet, um die Rolle von TLR-4 in der Zellaktivierung durch Treponema-Glykolipide

und LTAs zu untersuchen. Die PEZ wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen TB,

TM, BS, SA und S. minnesota-LPS für 1 h inkubiert. Die nukleären Extrakte wurden

mittels EMSA auf ihre NF-κB-Aktivitäten hin untersucht.

TM-Glykolipide führten in Zellen beider Mausstämme zu vergleichbaren NF-κB-Induk-

tionen (Abbildung 9). TB hingegen aktivierte die Translokation des Transkriptionsfaktors

in C3H/HeN-Zellen in deutlich stärkerem Maße als in C3H/HeJ-Zellen. LTAs von S. au-

reus und B. subtilis zeigten sich als starke Induktoren der NF-κB-Translokation in

C3H/HeJ-PEZ. Wie erwartet konnte S. minnesota-LPS keine NF-κB-Aktivität in den

PEZ des TLR-4-defizienten Stammes hervorrufen. In diesem Versuch wurde, anders als

in den vorherigen Experimenten, S. minnesota-LPS verwendet. Dieses LPS zeigte im

Vergleich zum E. coli-LPS eine stärkere TLR-4-Abhängigkeit (nicht gezeigte Ergeb-

nisse) und wurde deshalb als Kontrolle eingesetzt.

Aufgrund der aufwendigen Versuchsanordnung, welche die Verwendung von speziellen

Mausstämmen beinhaltet, und die begrenzte Verfügbarkeit der komplex präparierten

Glykolipide wurde diese Experimentalserie, die in Übereinstimmung mit den bisherigen

und folgenden Ergebnissen ist, lediglich einmal durchgeführt.
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Abbildung 9: Die Glykolipid- und LTA-abhängige Induktion von NF-κB in PEZ von C3H/HeJ- und C3H/HeN-

Mäusen

Peritonealexsudatzellen aus LPS-hyporesponsiblen C3H/HeJ-Mäusen wurden mit den angezeigten Konzentrationen

an TB- oder TM-Glykolipiden, mit 10 µg/ml BS- oder SA-Lipoteichonsäuren oder mit 10 ng/ml LPS stimuliert. Die

NF-κB-Bindungsaktivitäten in den nukleären Extrakten wurden mittels EMSA ermittelt. Zum Vergleich sind die durch

Treponema-Glykolipide und LPS induzierten NF-κB-Bindungsaktivitäten in C3H/HeN-Zellen dargestellt (n. d., nicht

durchgeführt).

3.6 Der Einfluß von anti-TLR-4-Antikörpern auf die NF-κB-Induktion durch

Treponema-Glykolipide und Lipoteichonsäuren

Um die überraschende Rolle von TLR-4 in der Zellstimulation besonders durch TB

weiter zu bestätigen, wurden RAW264.7-Zellen und inhibierende anti-Maus-TLR-4-Anti-

körper (MTS510) eingesetzt. Die Mausmakrophagen-Zellinie wurde vor der Stimulation

für 1 h mit dem Antikörper inkubiert. Nach der Stimulation mit TB, TM, BS, SA oder

S. minnesota-LPS wurden die NF-κB-Aktivitäten in den nukleären Extrakten mittels

EMSA ermittelt.

Der Antikörper hemmte die durch LPS und TB induzierten NF-κB-Translokationen, er

hatte jedoch wenig oder keinen Einfluß auf die Stimulationen durch TM, BS und SA
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(Abbildung 10). Diese Ergebnisse unterstützen die Beobachtungen des C3H/HeJ-

Zellversuches und geben weitere Evidenz für eine TLR-4-Abhängigkeit der TB-

vermittelten Zellaktivierung. Die Zellstimulationen durch TM, BS und SA erwiesen sich

hingegen als TLR-4-unabhängig.
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Abbildung 10: Die Effekte eines hemmenden anti-TLR-4-Antikörpers auf die NF-κB-Translokation

RAW264.7-Zellen wurden für 1 h mit 5 µg/ml des hemmenden anti-TLR-4-Antikörpers MTS510 inkubiert und

anschließend mit jeweils 1 µg/ml der Treponema-Glykolipide (TB oder TM), mit jeweils 0,1 µg/ml der LTAs (BS oder

SA) oder mit 0,1 ng/ml LPS stimuliert. Nach 1 h wurden die nukleären Extrakte aufgereinigt und mit radioaktiv

markierten, die NF-κB-Bindungssequenz enthaltenden Oligonukleotiden inkubiert. Die NF-κB-Bindungsaktivitäten

wurden mittels EMSA bestimmt. Gezeigt ist ein repräsentatives von drei unabhängig voneinander durchgeführten

Experimenten.

3.7 Der Einfluß der MAP-Kinasen p42/44 und p38 auf die TNF-α-Induktion in

RAW264.7-Zellen

Der Einfluß der MAP-Kinasen p42/44 und p38 auf die Treponema-Glykolipid-induzierte

TNF-α-Ausschüttung wurde mit Hilfe von zwei Kinase-Hemmstoffen untersucht. Der

MEK-Inhibitor PD98059 beeinflußt indirekt die p42/44-Kinase, da MEK die p42/44-

Aktivität reguliert (Alessi et al., 1995). Der Hemmstoff SB203580 reguliert direkt die p38-

Kinase (Cuenda et al., 1995). RAW264.7-Zellen wurden für 1 h mit den Inhibitoren

(50µM PD98059 bzw. 10µM SB203580) -einzeln oder in Kombination- inkubiert und da-

rauffolgend für 4 h mit TB, TM oder LPS stimuliert. Nach dieser Zeit wurden die TNF-α-
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Konzentrationen in den Zellüberständen mittels ELISA bestimmt.

Beide Treponema-Glykolipide sowie LPS induzierten mTNF-α in RAW264.7-Zellen

(Fig. 11). Der MEK- und insbesondere der p38-Inhibitor, sowie beide Hemmstoffe in

Kombination hemmten die Stimulus-induzierte Zytokinausschüttung.
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Abbildung 11: Der Einfluß von MEK- und p38-Hemmstoffen auf die Treponema-Glykolipid-induzierte mTNF-α-

Ausschüttung in RAW264.7-Zellen

RAW264.7-Zellen wurden für 1 h mit RPMI-Medium, mit 50 µM MEK-Hemmstoff PD98059 (PD), mit 10 µM p38

MAPK-Hemmstoff SB203580 (SB) oder mit beiden Stoffen gleichzeitig (PD/SB) inkubiert. Danach wurden die Zellen

mit 10 µg/ml TB, 10 µg/ml TM oder 10 ng/ml LPS stimuliert. Nach 4 h wurden die mTNF-α-Konzentrationen in den

Überständen mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte und Mittelwertabweichungen von Vierfach- oder

Doppelwerten aus drei unabhängigen Versuchen. Die Markierung (*1) kennzeichnet signifikante (p < 0,05)

Induktionen von TNF-α durch die verwendeten Stimuli; (*2) zeigt signifikante (p < 0,05) Hemmungen durch die

Inhibitoren an.

Um eine Zelltoxizität der Treponema-Glykolipide, von LPS sowie der Kinasehemmstoffe

auszuschließen, wurden in den Überständen der RAW264.7-Zellen die LDH-

Konzentrationen ermittelt. Leicht erhöhte LDH-Konzentrationen zeigten sich in den

Überständen der mit TB, TM oder LPS stimulierten Zellen (Abbildung 12). Bei der

Verwendung nur eines Hemmstoffes waren keine zelltoxischen Wirkungen

nachzuweisen. Die beobachteten Effekte der Stimulanzien bzw. von PD98059 und
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SB203580 auf die mTNF-α-Ausschüttung dürften sich somit kaum mit Zelltoxizität

erklären lassen.
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Abbildung 12: LDH-Messung in den RAW264.7-Zellüberständen

Qualitative LDH-Bestimmungen in den Überständen von RAW264.7-Zellen, die mit den Kinaseinhibitoren PD98059

(PD) und SB203580 (SB), den Treponema-Glykolipiden (TB und TM) sowie mit LPS inkubiert wurden, erfolgten zum

Ausschluß zelltoxischer Effekte. Zum Vergleich ist als Leerwert (LW) die optische Dichte des RPMI1640-Mediums

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Mittelwertabweichungen von Vierfachbestimmungen.

3.8 Der Einfluß von MEK1- und p38-Hemmstoffen auf die Glykolipid-induzierte

p42/44-Tyrosinphosphorylierung

Die Beeinflussung der p42/44-Kinaseaktivität durch die Treponema-Glykolipide sowie

durch MEK1- und p38-Hemmstoffe wurde im folgenden untersucht. Da die

Phosphorylierungen und die Aktivitäten der MAP-Kinasen stark korrelieren (Payne et

al., 1991), wurden die Tyrosinphosphorylierungen der p42/44-MAP-Kinase bestimmt.

Verwendet wurden hierzu RAW264.7-Zellen. Sie wurden mit Medium, 50 µM PD98059

oder 10 µM SB203580 für 1 h vorinkubiert und darauffolgend mit Treponema-

Glykolipiden und LPS für 20 min stimuliert. Die postmitochondrialen Überstände der

Zellysate wurden mittels spezifischer Phospho-p42/44-Antikörper und der Western-Blot-

Technik auf die Tyrosinphosphorylierungen der p42/44-Kinase hin untersucht. Als Lade-
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kontrolle diente die Detektion der unphosphorylierten p42/44-Kinase.

TB, TM und LPS induzierten die Tyrosinphosphorylierung der p42/44-Kinase (Abbildung

13). Wie erwartet blockierte der MEK1-Hemmstoff die Aktivierung dieser Kinase. In

geringerem Maße inhibierte auch der p38-Hemmstoff die Tyrosinphosphorylierung

dieser Proteinkinase. Die dargestellte Ladekontrolle zeigte annähernd gleiche Bela-

dungen der Geltaschen an (Abbildung 13).

pp42/44

p42/44

- TB TM LPS

- PD SB - PD SB - PD SB - PD SB

Abbildung 13: Der Einfluß der Kinasehemmstoffe PD98059 und SB203580 auf die Glykolipid- oder LPS-

induzierte Phosphorylierungen der p42/44-MAPKs

RAW264.7-Zellen wurden mit RPMI-Medium (-), 50 µM PD98059 (PD) oder 10 µM SB203580 (SB) inkubiert und

nach 1 h mit 1 µg/ml TB, 1 µg/ml TM oder 10 ng/ml LPS stimuliert. Die Zellen wurden nach 20 min lysiert, und die

postmitochondrialen Überstände mittels Phospho-p42/44-Western-Blot untersucht. Als Ladekontrolle diente die

Detektion der p42/44-Kinase. Ein repräsentativer Versuch von drei unabhängig voneinander durchgeführten

Experimenten mit fast identischen Resultaten ist dargestellt.
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4 Diskussion

Ein wesentlicher Mechanismus der angeborenen Immunität, die Erkennung von hoch

konservierten PAMPs durch Wirtszellen, wurde hier untersucht. Während in letzter Zeit

große Fortschritte im Verständnis der Körperabwehr auf Gram-negative Bakterien

erzielt wurden, blieben wichtige Abläufe der angeborenen Immunantwort auf Gram-

positive Bakterien und Treponemen bisher ungeklärt. Der Einfluß von Glykolipiden

zweier Treponemen-Spezies und Lipoteichonsäuren zweier Gram-positiver Bakterien

auf verschiedene Zellsysteme und die Identifizierung der dafür verantwortlichen Signal-

transduzierenden Rezeptoren sowie der intrazellulären Signalkaskaden waren

Gegenstand dieser Arbeit.

So konnte die Fähigkeit der untersuchten PAMPs zur Induktion des die

inflammatorische Antwort steuernden Transkriptionsfaktors NF-κB aufgezeigt werden.

Eine entscheidende Rolle in der zellulären Erkennung der untersuchten bakteriellen

Strukturen konnte Mitgliedern der TLR-Familie zuerkannt werden. TLR-2 wurde als der

Signaling-Rezeptor von B. subtilis- und S. aureus-LTAs identifiziert. Die den LTAs

strukturell ähnlichen Treponema-Glykolipide stimulierten Zellen über verschiedene Toll-

like-Rezeptoren. Die Zellaktivierung durch TM-Glykolipide war TLR-2-abhängig.

Hingegen konnte für die TB-Glykolipide eine zelluläre Erkennung unter Beteiligung von

TLR-4 nachgewiesen werden. An der NF-κB-Induktion durch die Treponema-Glyko-

lipide und die LTAs waren die Signaling-Moleküle MyD88 und NIK beteiligt. Ferner

wurde die Bedeutung der MAP-Kinasen p42/44 und p38 in der Zellaktivierung durch

Glykolipide und LPS sowie in der TNF-α-Induktion aufgezeigt.

4.1 Die Rolle der Toll-like-Rezeptoren

Sowohl TLR-2 als auch TLR-4 wurden als zelluläre LTA-Signaltransduktionsrezeptoren

postuliert (Schwandner et al., 1999; Takeuchi et al., 1999; Hashimoto et al., 2000).

Versuche mit unterschiedlichen TLR-2-negativen Zellinien, mit anti-TLR-4-Antikörpern,

mit Zellen von TLR-4-defizienten C3H/HeJ-Mäusen und die TLR-2-Überexpressions-

Experimente identifizierten hier eindeutig TLR-2 als den primären LTA- und TM-erken-

nenden Signaling-Rezeptor. Im Gegensatz dazu war die TB-induzierte Zellaktivierung
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zum Teil TLR-4-abhängig.

Experimente mit HIC-aufgereinigten Fraktionen der TB-Glykolipide zeigten eine TLR-4-

Abhängigkeit der hydrophoberen Fraktionen und eine TLR-2-Abhängigkeit der

hydrophileren Fraktionen (Opitz et al., 2001). Diese Ergebnisse könnten darauf

hinweisen, daß zwei strukturell unterschiedliche Komponenten die TLR-2 bzw. TLR-4-

Bindung verursachen.

Die vorliegenden Ergebnisse, die TLR-2 als den LTA-Rezeptor identifizierten, werden

durch veröffentlichte Ergebnisse von TLR-Überexpressions-Versuchen mit kommerziell

erworbener LTA und PG bestätigt (Schwandner et al., 1999). Sie widersprechen aber

anderen Berichten, die anhand von Experimenten mit TLR-2- und -4-defizienten

Mäusen TLR-4 als den LTA-Rezeptor darstellten (Takeuchi et al., 1999). In diesen

Versuchen wurden ebenfalls kommerziell erworbene LTAs verwendet, die durch HIC

weiter aufgereinigt wurden; eine nennenswerte, LPS-Kontaminationen anzeigende LAL-

Aktivität fehlte (Takeuchi et al., 1999). Das Fehlen aktiver LTA-Fraktionen sowie andere

Verunreinigungen werden jedoch weiterhin als Ursache für die widersprüchlichen

Resultate in Betracht gezogen (Hashimoto et al., 2000). Hashimoto et al. zeigten kürz-

lich, daß nur eine kleine Fraktion der von ihnen benutzten E. hirae-LTA zytokinindu-

zierende Aktivität entwickelte und beschrieben diese Aktivität als TLR-2- und -4-abhän-

gig (Hashimoto et al., 2000).

Diese kontroversen Ergebnisse könnten durch die verschiedenen Bakterien-Familien

oder durch die unterschiedlichen LTA-Extraktionsmethoden erklärt werden. Die

E. hirae-LTA und die kommerziell erworbenen LTAs wurden mit der Phenol-Wasser-

Methode extrahiert und weiter chromatographisch aufgereinigt (Takeuchi et al., 1999;

Hashimoto et al., 2000). Im Gegensatz dazu wurden die in der hier vorliegenden Arbeit

verwendeten B. subtilis- und S. aureus-LTAs mit Butanol extrahiert und dann ebenfalls

mittels HIC weiter aufgereinigt. Sie zeigten nahezu keine LAL-Aktivitäten (Morath et al.,

2001). Dieses Butanol-Aufreinigungsverfahren wurde im Vergleich zum Phenol-Wasser-

Verfahren als deutlich schonender für die LTAs, insbesondere hinsichtlich der Alanin-

Substituenten, beschrieben (Morath et al., 2001). Ein möglicher Erklärungsansatz der

unterschiedlichen Ergebnisse wäre also der unterschiedliche Gehalt der LTAs an

Alanin. Demnach wären die hier vorliegenden Ergebnisse, die mit besonders

authentischen LTAs erzielt wurden, möglicherweise aussagekräftiger.
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Die TLR-2-Überexpressions-Experimente in HEK293-Zellen wurden in Hinblick auf

LPS-Resultate angezweifelt (Hirschfeld et al., 2000). Erste Ergebnisse, die TLR-2 als

LPS-Rezeptor postulierten (Kirschning et al., 1998; Yang et al., 1998), wurden Konta-

minationen in LPS-Präparationen zur Last gelegt. Weitere Aufreinigungen der in diesen

Studien verwendeten Lipopolysaccharide führten zum Verlust der stimulatorischen

Aktivität in TLR-2-transfizierten HEK293-Zellen (Hirschfeld et al., 2000). Auch konnte

die anfänglich in diesem System beobachtete konstitutive Zellaktivierung durch die

TLR-4-Überexpression als artifiziell begründet und durch neuere Daten widerlegt

werden (Chow et al., 1999). So scheint auch in diesen Zellen TLR-4, insbesondere

zusammen mit MD-2, der physiologische LPS-Rezeptor zu sein (Chow et al., 1999;

Yang et al., 2000).

Andererseits passen die hier dargestellten Ergebnisse aus den HEK293-Zellversuchen

weitestgehend zu den in anderen Zellsystemen erzielten: LTAs, die in verschiedenen

Experimenten klare TLR-2-Abhängigkeit zeigten, waren in den TLR-2-transfizierten

HEK293-Zellen ebenfalls potente Stimuli. Dies trifft für die Treponema-Glykolipide

grundsätzlich ebenfalls zu. Der TLR-2-Ligand TM induzierte die Luciferase-Aktivitäten in

den HEK293-Zellen schon in geringeren Konzentrationen als der TLR-4- und TLR-2-

Ligand TB, obwohl TB in RAW264.7-Zellen als potenter erschien.

Die im Vergleich zu beiden LTAs schwächere Induktion der HEK293-Zellen durch TM

bleibt jedoch zu diskutieren. Einen möglichen Erklärungsansatz hierfür bietet das

Fehlen eines zusätzlich zum TLR-2 benötigten Zelloberflächen-Moleküls, möglicher-

weise MD-2 (Dziarski et al., 2001). Andererseits könnte die Abwesenheit weiterer TLR-

Proteine für die schwache HEK293-Zellaktivierung durch die Treponema-Glykolipide

verantwortlich gemacht werden. Denkbar wäre, in Analogie zur PG-Erkennung, ein

Erkennen der Glykolipide durch mehrere kooperierende TLRs (Ozinsky et al., 2000). So

gaben Ozinsky et al. Hinweise auf ein Unvermögen von alleinigem TLR-2 zur Signal-

weiterleitung. Sie postulierten die Notwendigkeit von Partner-TLRs, wie TLR-1 oder -6,

für die funktionelle Erkennung durch TLR-2 (Ozinsky et al., 2000). Die Bindung der

Treponema-Glykolipide an weitere TLRs, insbesondere an TLR-1 und -6, muß deshalb

in Betracht gezogen werden.
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4.2 Strukturelle Unterschiede von TLR-2- und -4-Liganden

Nehmen wir eine direkte Bindung pathogener Strukturen an Mitglieder der TLR-Familie

an, so ist bisher wenig über die strukturellen Voraussetzungen der selektiven

Erkennung durch TLR-2 oder -4 bekannt. Viele verschiedene TLR-2-Liganden, wie

bakterielle Lipoproteine, mykobakterielle Lipoarabinomannane, ganze Gram-positive

Bakterien und Hefen sind bekannt (Aderem and Ulevitch, 2000). In der vorliegenden

Arbeit wurde TLR-2 als Signaling-Rezeptor beider LTAs und der TM-Glykolipide

identifiziert. Ferner konnte die Bedeutung von TLR-4- und -2 in der Zellaktivierung durch

TB-Glykolipide dargestellt werden.

Lebende M. tuberculosis Bakterien verhielten sich bezüglich der TLR-Benutzung den

TB-Glykolipiden ähnlich. Sie waren in der Lage, Wirtszellen über TLR-2 oder TLR-4 zu

stimulieren, wohingegen die eng verwandten M. avium nur TLR-2 aktivierten (Means et

al., 1999). Im Fall von M. tuberculosis schienen hitzeinstabile zellassoziierte Faktoren,

wahrscheinlich Proteine, für die TLR-4-Abhängigkeit verantwortlich zu sein. Durch Hitze

abgetötete Mykobakteien stimulierten Zellen TLR-4-unabhängig (Means et al., 1999).

Im Falle der Treponema-Glykolipide scheinen jedoch andere Molekülstrukturen für die

TLR-4-Benutzung verantwortlich: Bei der Aufreinigung der Glykolipide wurden die

Zellsuspensionen bei 68ºC in der Anwesenheit von Phenol erhitzt und mit Proteinase

behandelt, ohne einen Verlust der Aktivität zu bewirken (Schröder et al., 2000).

Lipoproteine aus Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum und Mycoplasma fermen-

tans aktivieren Immunzellen über TLRs (Lien et al., 1999). Der Anteil der Fettsäuren

schien dabei die Aktivierung von TLR-2 zu beeinflussen. Ein amphiphiler Charakter der

Moleküle mit einem hohen Anteil an Fettsäuren wurde als Voraussetzung für die TLR-2-

Erkennung angenommen (Lien et al., 1999). In Übereinstimmung mit dieser Hypothese

finden sich in beiden hier untersuchten LTAs und in den TM-Glykolipiden höhere Anteile

an Fettsäuren und weniger Kohlenwasserstoffe als in den TB-Glykolipiden (siehe

Tabelle 1 und [Schröder et al., 2000]). Andererseits erwiesen sich die in der HIC aufge-

trennten hydrophileren Fraktionen von TB als TLR-2-Liganden; die hydrophoberen

Fraktionen von TB waren indes TLR-4-Liganden (Opitz et al., 2001).

Zu klären bleibt, ob Unterschiede im Lipidanker zur Erkennung des TB-Glykolipids

durch TLR-4 beitragen. Ferner könnten Unterschiede bezüglich des Alanin-Gehalts der



47

untersuchten PAMPs - TM, SA und BS enthielten die Aminosäure, in TB wurde sie nicht

gefunden - für die unterschiedliche Effekte auf TLR-2 und -4 verantwortlich sein

(Iwasaki et al., 1989; Schröder et al., 2000; Morath et al., 2001). Die LTAs von B.

subtilis und S. aureus wurden mit Butanol aufgereinigt, die Treponema-Glykolipide

hingegen mittels einer Phenol-Wasser-Extraktion. Ein Alanin-Verlust der TB-Glykolipide

durch das Extraktionsverfahren ist nicht auszuschließen, erscheint jedoch aufgrund des

nachgewiesenen Alanin-Gehalts von TM als wenig wahrscheinlich (Schröder et al.,

2000). Nichtsdestotrotz wäre eine Butanol-Aufreinigung der Treponema-Glykolipide und

ein nachfolgender Vergleich der unterschiedlich extrahierten Glykolipide für die Zukunft

empfehlenswert.
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Tabelle 1. Vergleich der Treponema-Glykolipide und der LTAs

Charak-
teristika

T. brenna-
borense

T. maltophilum B. subtilis S. aureus

Fettsäure-
gehalt

2.8 % 8.3 % ~10 % ~10 %

Einheiten
der Kette

30-40 Einheiten
von jeweils ~5

Zuckern

~5 Einheiten
von jeweils

~20-30 Zuckern

~25-35 Glyce-
rophosphate

45-50 Glycero-
phosphate

NF-κB in
RAW

+++ +++ +++ ++

NF-κB in
CHO/CD14

++ − − −

IL-6 in
U373MG

++ − − −

NF-κB-Luc
in

HEK/TLR-2
+ ++ +++ +++

NF-κB in
C3H/HeN

+++ ++ n. d. ‡ n. d. ‡

NF-κB in
C3H/HeJ

+ ++ +++ ++

NF-κB in
RAW/anti-
TLR-4-AK

+ +++ +++ ++

Tabelle 1: Vergleich der Struktur und biologischen Aktivität von Treponema-Glykolipiden und

Lipoteichonsäuren

*Chemische Analysen der Treponema-Glykolipde (Schröder et al., 2000), Daten der B. subtilis- und S. aureus-LTAs

(Iwasaki et al., 1989; Polotsky et al., 1996; Morath et al., 2001); ‡n. d., nicht durchgeführt
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4.3 Die intrazelluläre Signaltransduktion

In der vorliegenden Studie konnte ein durch die Treponema-Glykolipide und beide LTAs

induzierter Signalweg, unter Einbeziehung der TLRs, des Adapterproteins MyD88, der

Kinase NIK und des Transkriptionsfaktors NF-κB skizziert werden. NF-κB spielt eine

Schlüsselrolle in der Aktivierung von Immunzellen (Zhang and Ghosh, 2001). Die

beiden Rel-Proteine p50 und p65 konnten in den durch die Glykolipide und LTAs

induzierten NF-κB-Dimeren der RAW264.7-Zellen und p65 in den CHO/CD14-Zellen

identifiziert werden. Heterodimere aus p50 und p65 sowie p65-Homodimere sind als

transkriptionell aktiv beschrieben worden (Karin and Ben-Neriah, 2000). Der p50/p65-

Heterodimer stellt die am häufigsten beobachtete Form des NF-κB-Proteins dar (Karin

and Ben-Neriah, 2000). Dieser Transkriptionsfakor ist an der Induktion vieler für die

Immunantwort essentieller Zytokine, wie etwa IL-6 oder TNF-α beteiligt (Ghosh et al.,

1998). Die Fähigkeit zur Aktivierung von NF-κB konnte schon für viele andere PAMPs,

wie beispielsweise LPS, Lipoproteine und Peptidoglykane, aufgezeigt werden (Muller et

al., 1993; Gupta et al., 1996; Norgard et al., 1996). Störungen der NF-κB-Regulationen

wurden mit vielen Krankheiten, wie Tumoren, neurodegenerativen Erkrankungen,

Arthritis, entzündlichen Darmerkrankungen und Asthma, in Verbindung gebracht (Karin

and Ben-Neriah, 2000).

Des weiteren wurde hier, in Ergänzung anderer Daten unseres Labors (Schröder et al.,

2001), die Rolle der MAP-Kinasen in der Zellstimulation durch Treponema-Glykolipide

dargestellt. Beide Glykolipide induzierten die Phosphorylierung der p42/44 MAPKs.

Hemmstoffe der p38- und der p42/44-MAPK-Kaskaden inhibierten die durch TB, TM

oder LPS induzierte TNF-α-Ausschüttung. Diese Ergebnisse ergänzen und bestätigen

veröffentlichte Ergebnisse über den Einfluß der p42/44-Kinase in der TNF-α-Induktion

durch LPS (Tsai et al., 2000). Die vorliegenden Resultate sind aber hinsichtlich der

Beteiligung der p38-Kinase widersprüchlich zu kürzlich publizierten Ergebnisse anderer

(Tsai et al., 2000). Tsai et al. verwendeten ebenfalls den Hemmstoff SB203580: dieser

hatte jedoch keinen Einfluß auf die LPS-induzierten TNF-α-mRNA-Spiegel (Tsai et al.,

2000).

Im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen ist eine andere aktuelle Studie, die eine

Beeinflussung der LPS-stimulierten Zytokinausschüttung durch p38- und p42/44-
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Hemmstoffe auf der Ebene der Transkription nahelegt (Rutault et al., 2001). Diese

Veröffentlichung berichtete ferner über eine Destabilisierung des TNF-α-Transkripts

durch die p38-Blockierung. Somit kann trotz weiter bestehendem Klärungsbedarf

hinsichtlich der genauen Mechanismen eine TNF-α-Induktion durch die Treponema-

Glykolipide, unter Beteiligung der p38- und p42/44-Kinasen als gesichert gelten.

Ein Einfluß von TLR-4 auf die Aktivierung der p42/44 MAPK wurde kürzlich in unserer

Arbeitsgruppe nachgewiesen (Schröder et al., 2001). Es konnte die Hemmung der

Treponema-Glykolipid- und LPS-induzierten MAPK-Aktivität durch den inhibierenden

anti-TLR-4-Antikörper MTS510 in RAW264.7-Zellen gezeigt werden. Andererseits

wurde in den TLR-2-negativen U373MG-Zellen eine MAPK-Aktivierung durch TM-

Glykolipide beobachtet (Schröder et al., 2001), die sich in der Induktion von NF-κB und

IL-6 klar TLR-2-abhängig verhielten. Über die Ursachen dieses scheinbaren Wider-

spruches kann bis jetzt nur spekuliert werden. Mögliche Erklärungsansätze bieten zum

Beispiel unterschiedliche Stimulationszeiten. Auch die Stimulierung über weitere,

funktionell mit den MAPK-Kaskaden verbundene Rezeptoren - wie beispielsweise TLR-

1 oder -6 - erscheint denkbar. Diese Hypothese setzt unterschiedliche, durch verschie-

denen TLRs induzierte Signalkaskaden voraus. TLR-1 oder -6 könnten zur MAPK-

Aktivierung beitragen, hätten jedoch wenig Einfluß auf die IL-6-Induktion.

Die möglicherweise unterschiedliche Beeinflussung der MAP-Kinasen durch verschie-

dene TLRs könnten als Hinweise auf Differenzen in den durch die TLRs initiierten Sig-

nalkaskaden gewertet werden. In Drosophila werden durch Pilzsporen (über dToll) bzw.

durch Gram-negative Bakterien (über ein Toll-homologes Protein, eventuell 18-wheeler)

unterschiedliche Kaskaden initiiert und Proteine exprimiert (Lemaitre et al., 1996;

Williams et al., 1997; Rutschmann et al., 2000). Somit erscheinen auch im Säugetier

Unterschiede in den durch die verschiedenen TLRs ausgelösten zellulären Aktivitäten

nicht unwahrscheinlich. Neueste Ergebnisse deuten Divergenzen in den durch TLR-1,

-2, -4 und -6 initiierten Signalkaskaden an (Arbibe et al., 2000; Ozinsky et al., 2000;

Hirschfeld et al., 2001). Ein Signalweg unter Beteiligung der PI3-Kinase konnte für TLR-

2 gezeigt werden (Arbibe et al., 2000). Es wurden Unterschiede in den zytosolischen

Domänen verschiedener TLRs bezüglich einer PI3-Kinase-Bindungsstelle gefunden

(Arbibe et al., 2000). Diese Differenzen deuteten eine nur manchen TLR-Familien-
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mitgliedern vorbehaltene Fähigkeit an, diese Kaskade zu initiieren.

In der vorliegenden Arbeit konnten annähernd gleiche Aktivierungsmuster von NF-κB

und der p42/44-MAPK durch TB und TM gezeigt werden. Im Gegensatz dazu

unterschieden sich beide Glykolipide in der Fähigkeit TNF-α zu induzieren. Diese

Beobachtungen könnten als Hinweise auf Differenzen der TLR-2- bzw. TLR-4-initiierten

Signalkaskaden gewertet werden.

Unterschiede in der TLR-4-vermittelten Aktivierung von NF-κB und der MAPKs wurden

beschrieben. Mit TLR-4 transfizierte HEK293-Zellen reagierten auf die LPS-Stimulation

mit der Translokation von NF-κB, nicht jedoch mit der Aktivierung von MAP-Kinasen

(Yang et al., 2000). Die zusätzliche Überexpression von MD-2 resultierte in der Aktivier-

barkeit der MAPKs (Yang et al., 2000).

Hinweise auf die Existenz von weiteren auf bakterielle PAMPs reagierenden Molekülen

neben den TLRs boten Versuche mit MyD88-KO-Mäusen (Kawai et al., 1999). Kawai et

al. berichteten einerseits über eine LPS-Resistenz dieser KO-Mäuse und über ein

Fehlen der TNF-α-, IL-6- und Stickstoffmonoxid-Induktion in PEZ dieser Mäuse durch

LPS (Kawai et al., 1999). Andererseits war eine (leicht verzögerte) p42/44-, p38- sowie

JNK-Aktivierung und eine NF-κB-Translokation durch LPS in diesen MyD88-KO-Zellen

zu beobachten (Kawai et al., 1999). Des weiteren wurde von verzögerten bzw. erst

durch höhere LPS-Konzentrationen induzierten NF-κB-Translokationen in Zellen der

LPS-hyporesponsiven C3H/HeJ-Mäusen berichtet (Ding et al., 1995). Hingegen zeigten

Versuche mit Mycoplasma-Lipoproteinen in Peritonealexsudatzellen von MyD88- und

TLR-2-KO-Mäusen ein Fehlen der NF-κB-Translokation und JNK-Aktivierung durch

diese Stimuli (Takeuchi et al., 2000b).

Diese Ergebnisse sprechen für die TLRs als hauptsächliche PAMP-erkennende

Signaling-Rezeptoren; sie legen jedoch ferner die Existenz weiterer auf bakterielle

Strukturen reagierender Moleküle der Zellen nahe. Ein möglicher Kandidat dafür wäre

der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor A (SR-A). Mit LPS behandelte SR-A-KO-Mäuse

zeigten im Vergleich zu Wild-Typ-Stämmen normale TNF-α-Serumspiegel, jedoch

abgeschwächte IL-1β-Spiegel (Kobayashi et al., 2000). Diese Ergebnisse deuten auf

eine SR-A-Abhängigkeit der IL-1β-Induktion in Makrophagen und damit auf eine Rolle

von SR-A in der Aktivierung dieser Zellen hin. Das Fehlen einer Zellaktivierung durch
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Mycoplasma-Lipoproteine in TLR-2- und MyD88-defizienten Zellen wäre nach dieser

These durch ein fehlendes Erkennen durch weitere, von TLR-2 verschiedene Rezep-

toren zu erklären.

Verbindungen zwischen der TLR-IRAK-NF-κB-Kaskade und den MAPK-Kaskaden

wurden auf der Ebene von IL-1/TLR-Signaling-Molekülen gefunden. Eine Überexpres-

sion von TRAF6 resultierte in der Aktivierung der JNK-Kinase (Song et al., 1997).

Ferner war in Fibroblasten von IRAK-KO-Mäusen die Aktivierung von NF-κB, p38 und

JNK durch IL-1 im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen stark reduziert (Kanakaraj et al., 1998).

Inzwischen sind erste die beiden Kaskaden verbindende Proteine identifiziert worden:

(1) Das Adapterprotein ECSIT scheint TRAF6 mit der Kinase MEKK-1 zu verbinden,

welche wiederum den IKK-Komplex, bzw. über MEKs die MAP-Kinasen JNK, p38 und

p42/44 aktivieren kann (Kopp et al., 1999). (2) Die Adapterproteine TAB1 und TAB2

verbinden TRAF6 mit der Kinase TAK. TAK scheint als NIK-aktivierendes Enzym eine

wichtige Rolle im NF-κB-Signalweg zu spielen und ist zudem in der Lage, die Kinasen

JNK und p38 zu aktivieren (Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Zhang and Ghosh, 2001).

(3) Die Kinase COT/TLP-2 wurde sowohl mit der NF-κB-Aktivierung (Belich et al., 1999;

Lin et al., 1999) als auch mit der Aktivierung der p42/44- und JNK-Signalwege in Ver-

bindung gebracht (Salmeron et al., 1996).

Ein weiteres Zusammenspiel der MAPK- und der NF-κB-Kaskaden scheint auf der

Ebene von NF-κB selbst stattzufinden. Eine Modulation des Aktivierungspotenzials,

nicht aber der DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors NF-κB durch p42/44, p38 und

JNK, wird angenommen (Vanden Berghe et al., 1998; Tuyt et al., 1999).

4.4 Die Bedeutung verschiedener mikrobieller Strukturen und der TLRs in

Infektionen durch Gram-positive Bakterien und Treponemen

Die entscheidende Komponente Gram-negativer Bakterien in der Induktion der angebo-

renen Immunantwort ist das in der äußeren Membran verankerte LPS. Dieses Makro-

molekül spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der Pathogenese des durch Gram-

negative Bakterien ausgelösten septischen Schocks (Ulevitch and Tobias, 1999). Die

Mechanismen, mit denen Gram-positive Bakterien Entzündungsantworten hervorrufen,
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sind noch unzureichend geklärt. Die Zellwände Gram-positiver Bakterien enthalten

LTAs, Peptidoglykane und Lipoproteine, die, ähnlich wie LPS, Leukozyten aktivieren

und Zytokine induzieren (Kengatharan et al., 1998).

Es wurde gezeigt, daß LTAs und PGs synergistisch in der Induktion von TNF-α, IFN-γ

und NO sowie in der Verursachung des septischen Schocks und des Organversagens

in Ratten zusammenwirken (De Kimpe et al., 1995). Hierbei schien die Fähigkeit Gram-

positiver Bakterien zur NO-Induktion sowie möglicherweise auch ihre Pathogenität

durch die Struktur der LTA bestimmt zu sein (Kengatharan et al., 1998). S. aureus-LTA,

nicht jedoch B. subtilis-LTA, konnte synergistisch mit den PGs beider Bakterien in der

Induktion von NO zusammenwirken. Diese Ergebnisse deuteten auf eine entscheidende

Rolle der LTAs hin und postulieren eine nur verstärkende Funktion von PG in der

Immunstimulation (Kengatharan et al., 1998). Die sehr ähnliche Struktur beider LTAs

unterschied sich nach den veröffentlichten Ergebnissen der chemischen Analyse

lediglich in der Glykolisierung der Ketten und im Anteil der Alaninsubstitutionen

(Kengatharan et al., 1998). Die in der Studie beobachtete schwächere Potenz der BS-

LTA (Kengatharan et al., 1998) steht im Widerspruch zu den Resultaten der hier vorlie-

genden Arbeit. Die Diskrepanz könnte durch die verwendeten unterschiedlichen LTA-

Extraktionsverfahren zu erklären sein. Bestätigende Hinweise auf ein synergistisches

Zusammenwirken von PG und LTA in der Pathogenese der Sepsis ergaben in vivo-

Versuche in Ferkeln (Middelveld and Alving, 2000).

Die Rolle von TLR-2 in der PG- und der Lipoprotein-Erkennung ist bekannt (Aliprantis et

al., 1999; Brightbill et al., 1999; Schwandner et al., 1999; Takeuchi et al., 1999; Ozinsky

et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde TLR-2 als LTA-Rezeptor identifiziert.

Aufgrund der Bedeutung der bakteriellen Zellwandkomponenten während der Infektion

durch Gram-positive Bakterien war die kürzlich gefundene erhöhte Mortalität von

TLR-2- und MyD88-KO-Mäusen bei S. aureus-Infektionen nicht überraschend

(Takeuchi et al., 2000a). Erstaunlich an diesen Ergebnissen erschien vielmehr die zwar

abgeschwächte, jedoch nicht aufgehobene Fähigkeit der TLR-2-defizienten

Makrophagen, Zytokine als Antwort auf Hitze-getötete S. aureus zu produzieren. Im

Gegensatz dazu waren MyD88-defiziente Makrophagen hierzu nicht in der Lage

(Takeuchi et al., 2000a).

Diese Daten deuten auf TLR-2 als Hauptrezeptor von S. aureus hin; sie implizieren
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jedoch zudem weitere, von TLR-2 verschiedene, mitbeteiligte zelluläre Moleküle. Für

weitere an der Erkennung ganzer Gram-positiver Bakterien beteiligte Rezeptoren spre-

chen auch Versuche mit abgetöteten Streptokokken der B-Gruppe (Flo et al., 2000).

Kürzlich wurde ein Polymorphismus im TLR-2-Gen des Menschen entdeckt (Lorenz et

al., 2000). Eine Korrelation zwischen dem Auftreten der TLR-2-Mutation und der

Prävalenz der Gram-positiven Sepsis wurde angenommen, konnte jedoch aufgrund zu

geringer Fallzahlen statistisch noch nicht bewiesen werden (Lorenz et al., 2000).

Wenig ist bisher über die molekularen Mechanismen der angeborenen Immunantwort

auf Spirocheten bekannt. Die Anwesenheit von LPS in Spirocheten wurde lange

kontrovers diskutiert; die Analyse des Genoms von T. pallidum zeigte jedoch ein Fehlen

von LPS-Genen (Schröder et al., 2001). Lebende B. burgdorferi und T. pallidum

aktivierten Immunzellen (Defosse and Johnson, 1992; Riley et al., 1992). Das Unver-

mögen lebender B. burgdorferi, CHO/CD14-Zellen zu stimulieren, läßt eine TLR-2-

Abhängigkeit der Zellaktivierung vermuten (Sellati et al., 1999). Berichtet wurde ferner

über eine TLR-2-abhängige Zellstimulation durch Lipoproteine von B. burgdorferi und

T. pallidum (Hirschfeld et al., 1999; Lien et al., 1999).

Untersuchungen mit T. denticola führten dazu, daß Membran-assoziierte Lipoproteine

und Lipooligosaccharide als hauptsächliche Immunstimulatoren identifiziert wurden

(Rosen et al., 1999). Eine TLR-4-unabhängige Zellstimulation könnte angenommen

werden, da beide Membrankomponenten Makrophagen der LPS-hyporesponsiven

C3H/HeJ-Maus aktivierten (Rosen et al., 1999). Schultz et al. identifizierten ein

Membran-assoziiertes Lipid von T. denticola mit großer Ähnlichkeit zu den von Rosen et

al. beschriebenen Lipooligosacchariden sowie mit starker Übereinstimmung zu den

Glykolipiden von TB und TM (Schultz et al., 1998; Ishihara and Okuda, 1999; Rosen et

al., 1999; Schröder et al., 2000). Dieses von Schulz et al. beschriebene Lipid der

äußeren Membran von T. denticola ähnelt, wie auch die TB- und TM-Glykolipide, den

LTAs Gram-positiver Bakterien.

Demnach enthalten T. denticola, T. maltophilum und T. brennaborense biologisch wie

chemisch verwandte Moleküle. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, im Einklang mit

vorherigen Studien unseres Labors, daß TM- und TB-Glykolipide Makrophagen und

andere Zellen zur Induktion proinflammatorischer Zytokine stimulieren (Schröder et al.,

2000; Schröder et al., 2001). Diese Zellaktivierung erfolgt in Abhängigkeit von TLR-2
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bzw. TLR-2 und -4.

Nach dem derzeitigen Wissensstand ist anzunehmen, daß verschiede Moleküle der

Spirocheten eine Immunantwort hervorrufen. Die genauere Untersuchung der jeweiligen

Relevanz für die Interaktion mit dem Immunsystem sollte Inhalt weiterer Versuche sein.

Vorläufige Ergebnisse aus Zellstimulationsexperimenten mit ganzen Treponemen-

Zellen deuten eine im Vergleich zu den Glykolipiden ähnliche TLR-Involvierung an. So

scheint die Zellaktivierung durch ganze TB-Zellen ebenfalls TLR-4-abhängig (Opitz et

al., 2001).

Zusammenfassend läßt sich von einer herausragenden Bedeutung von TLR-2 für die

Immunantwort auf Gram-positive Bakterien sowie auf Spirocheten sprechen. In

Abhängigkeit von den jeweiligen mikrobiellen Strukturen erscheinen weitere

Rezeptoren, wie beispielsweise TLR-4, beteiligt.

4.5 Schlußfolgerungen und Ausblick

Durch die hier durchgeführten in vitro-Versuche konnte ein wichtiger Mechanismus der

angeborenen Immunantwort, die Erkennung von Gram-positiven Bakterien und

Treponemen durch Zellen des Immunsystems, weiter aufgeklärt werden. Die Bedeutung

der Toll-like-Rezeptoren, insbesondere von TLR-2 als Signaling-Rezeptor der LTAs

sowie von TLR-2 und -4 in der Erkennung der Treponema-Glykolipide, wurde

aufgezeigt. Die hierfür verwendeten Zellsysteme von unterschiedlichen Spezies

erbrachten sich gegenseitig bestätigende Ergebnisse.

Weiterführende in vivo-Versuche, beispielsweise mit TLR-2- und TLR-4-KO-Mäusen,

bleiben jedoch zur genaueren Aufklärung erforderlich. Des weiteren sind Butanol-

Extraktionen der Treponema-Glykolipide und die weitere Durchführung von Experi-

menten mit intakten Treponemenzellen geplant. Diese sollen über die Bedeutung der

Glykolipide versus der Lipoproteine in der Aktivierung der Immunzellen weiteren

Aufschluß geben. Da Lipoproteine als TLR-2-Liganden gelten, würde eine TLR-4-

abhängige Zellstimulation durch ganze TB-Zellen auf eine wichtige Bedeutung der

Glykolipide in der Wirtszellaktivierung hindeuten.

Die TLR-2-Überexpressions-Versuche ergaben Hinweise auf eine Beteiligung weiterer
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Zellrezeptoren bzw. kooperierender Proteine in der Erkennung der Treponema-

Glykolipide. Im Hinblick auf das Zusammenwirken von TLR-2 und -6 in der PG-

Erkennung sowie der möglichen Kooperation von TLR-2 mit TLR-1 bzw. -6 in vitro

(Ozinsky et al., 2000) wäre im besonderen die Rolle von TLR-1 und -6 in den hier

beschriebenen System zu verifizieren.

Des weiteren könnten genauere chemische Charakterisierungen der beiden Glykolipide

sowie Experimente mit weiteren Liganden dazu beitragen, die strukturellen

Voraussetzungen der unterschiedlichen TLR-Benutzung zu ergründen.

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung der intrazellulären Signal-

kaskaden der durch die mikrobielle Moleküle stimulierten Zellen. Der Einfluß des

Adapterproteins MyD88 und der Proteinkinase NIK in der Aktivierung des Transkrip-

tionsfaktors NF-κB durch die Treponema-Glykolipide und LTAs sowie die Bedeutung

der MAP-Kinasen p42/44 und p38 in der TNF-α-Induktion konnten aufgezeigt werden.

Unter der Annahme der differenten Signalweiterleitung durch verschiedene TLRs

erscheint eine weitere Aufklärung der durch TB und TM initiierten intrazellulären

Kaskaden interessant. Weiterhin wären die genaueren Zusammenhänge zwischen den

TLRs und den MAPK-Kaskaden zu untersuchen.

Die Aufklärung der molekularen Mechanismen des Immunsystems bei der Erkennung

und Bekämpfung von Pathogenen könnte dazu beitragen, neue Behandlungs-

möglichkeiten gegen schwerwiegende Infektionen und Sepsis zu erhalten. Die Mortalität

der Sepsis und des septischen Schocks ist mit 30-50 % fast unverändert sehr hoch

(Freeman and Natanson, 2000). Verschiedene Therapieansätze der letzten Jahre

zielten auf eine Regulierung des Entzündungsgeschehens durch Beeinflussungen der

LPS- und der Zytokin-Effekte sowie mit Hilfe von Glukokortikoiden. Bisher blieben diese

Versuche nahezu erfolglos (Freeman and Natanson, 2000). Eine medikamentöse

Blockierung der TLRs oder wichtiger Signaling-Moleküle zur Vermeidung über-

schießender Entzündungsantworten erscheint, insbesondere wegen ihrer höheren

Selektivität, möglicherweise erfolgversprechender.

Des weiteren ist aufgrund der Verbindungen zwischen angeborener und erworbener

Immunantwort ein Zusammenhang zwischen Fehlregulationen der angeborenen

Immunantwort und dem Auftreten von Autoimmunkrankheiten sowie Allergien vorstell-
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bar (Medzhitov and Janeway, 2000). Auch im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung

dieser Krankheiten erscheint eine weitere Erforschung des Immunsystems notwendig.
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