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Zusammenfassung
Expression, Funktionalitdt und Modulation von Toll-like Rezeptoren in Keratinozyten

Maria Pohlgeers

Die Haut nimmt eine Sonderstellung in der kdrpereigenen Abwehr ein, weil sie als Grenzorgan zwischen dem
Kérper und der AuBenwelt die erste Barriere gegen exogene Mirkoorganismen darstellt. Toll-like Rezeptoren
spielen eine wesentliche Rolle innerhalb dieser ersten Abwehrfront, da sie das angeborene Immunsystem
aktivieren kdnnen. Ziel dieser Arbeit ist, die Expression und Funktionalitdt von TLRs auf Keratinozyten zu
bestimmen und die Interaktion mit dem immunmodulierenden POMC-System der Haut zu untersuchen.

In einem ersten Schritt wurde mittels konventioneller PCR die Expression der TLRs 1, 2, 4 und 6 in der
murinen Keratinozytenzelllinie PAM 212 nachgewiesen. Exemplarisch konnte anhand des TLR 4 mRNA-
Spiegels in der real-time PCR gezeigt werden, dass proinflammatorische Signale, wie LPS und IL-1a, zu einer
vermehrten Expression der Rezeptoren fiihren. In der humanen keratinozytaren Zelllinie HaCaT war zum
Zeitpunkt unserer Untersuchungen bereits die Expression der TLRs 1, 2, 3, 4, 5 und 10 belegt.

Die Funktionalitat der exprimierten TLRs wurde mit den rezeptorspezifischen Stimuli PamsCys (TLR 1/2), Poly
(I:C) (TLR 3), LPS (TLR 4) und Flagellin (TLR 5) nachgewiesen. In den HaCaT Zellen war nach
ligandeninduzierter Aktivierung der TLRs 1, 2, 3, 4 und 5 eine vermehrte Expression der proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und IL-8 auf mRNA Ebene in der real-time PCR feststellbar. AuBerdem konnte eine Aktivierung
der MAP-Kinasen p38 und ERK 1/2 im Immunowesternblotting nach Stimulation mit PamsCys, LPS und
Flagellin ermittelt werden. Interessanterweise konnte eine mittels Immunfluoreszenz detektierte Nf-xB
Translokation in den Nukleus jedoch nur nach Stimulation mit dem TLR 5-spezifischen Flagellin gezeigt
werden. Parallel dazu konnte in der murinen Zelllinie PAM 212 nach spezifischer Stimulation der TLRs 1/2
und 4 eine vermehrte Expression des murinen Gro-a-Analogons CXCL-2 auf mRNA Ebene nachgewiesen
werden. Allerdings zeigte lediglich die Stimulation mit PamsCys eine Aktivierung der MAP-Kinase ERK 1/2.

Weitere Untersuchungen deuten darauf hin, dass das immunmodulierende POMC-System (ber eine
Erhéhung der cAMP Konzentration die TLR-vermittelte Expression von IL-8 und CXCL-2 in beiden Zelllinien
beeinflusst, was auf eine verminderte Aktivitét von p38 und ERK 1/2 in Gegenwart von cAMP beruhen kdnnte.

Die vorgestellten Ergebnisse belegen die Expression und Funktionalitdt des TLR Systems in Keratinozyten.

Es ergeben sich darlber hinaus Hinweise, dass der Organismus vor einer iberschieBenden TLR-vermittelten
Immunantwort durch das ebenfalls in Keratinozyten vorhandene POMC-System geschiitzt werden kénnte.
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1 Einleitung

1.1 Aufbau der Haut

Die Haut stellt das gréBte zusammenhangende Organ des Menschen dar und
erflillt als Grenzorgan zur Umwelt Sinnes-, Kontakt- und Schutzfunktionen.
Wesentliche Bestandteile bilden die Epidermis (Oberhaut), die bindegewebige
Dermis (Korium, Lederhaut) und die Subkutis. Die Epidermis sitzt einer
Basallamina auf und besteht aus einem mehrschichtigen, verhornenden
Plattenepithel, das sich zu 90% aus Keratinozyten und zu 10% aus
Melanozyten, Merkel-Zellen und Langerhans-Zellen zusammensetzt. Sie
gliedert sich histologisch in Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum
granulosum und Stratum corneum. Diese histologische Gliederung spiegelt die
unterschiedlichen Differenzierungsstadien der Keratinozyten wider, welche die
Epidermis durchwandern.

Der aus dem Ektoderm stammenden Epidermis schlieBt sich die aus dem
Mesoderm stammende Dermis an. Sie besteht aus fibroelastischem Gewebe
und enthalt die nutritiven Nerven und GefaBe. Der Faserapparat setzt sich aus
Kollagenfaserblndeln und elastischen Fasern zusammen, zwischen denen
Fibroblasten, Mastzellen und weitere Gewebszellen liegen.

Die im Wesentlichen aus Fettgewebe bestehende Subkutis, dient der
Warmeisolierung und als Energiereservoir und bildet ein mechanisches
Schutzpolster.

Zellbiologische und mikrobiologische Forschungsergebnisse der letzten beiden
Jahrzehnte haben ergeben, dass Keratinozyten nicht nur als passive Barriere
zur Umwelt den Organismus schiitzen, sondern auch in der Lage sind, diverse
Mediatoren wie Zytokine und deren Rezeptoren, Wachstumsfaktoren,
Oberflachenmolekile  (Adhasionsmoleklile,  MHC-Antigene),  Hormone,
Neuropeptide, Arachidonsaurederivate und Enzyme (Kollagenasen, Proteasen,
Plasminogenaktivatoren) zu bilden, wodurch sie sowohl untereinander als auch
mit dem GefaB- und Immunsystem kommunizieren kdnnen. Dadurch wird eine
initiale unspezifische Abwehr mdglich, der bei Bedarf eine antigenspezifische

Immunreaktion folgt.
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1.2 Das Immunsystem - ein kurzer Uberblick

Das Immunsystem schitzt den Organismus vor Infektionen und Neoplasien mit
Hilfe eines umfangreichen Erkennungs- und Eliminationssystems. Bei héheren
Vertebraten unterscheidet man die phylogenetisch altere angeborene Immunitat
von der erworbenen adaptiven Immunitat [221].

Das angeborene Immunsystem ist, wenn auch nur mit geringer Spezifitat, in der
Lage, innerhalbo der ersten Stunden bis Tage auf eindringende
Mikroorgansimen zu reagieren, wohingegen die adaptive Immunitat erst nach 7-
10 Tagen eine zellulare oder humorale Abwehrreaktion einleiten kann [244]. Die
angeborene Immunitat wird im Wesentlichen durch neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen vermittelt. Charakteristisch sind schnelle
Effektor-Mechanismen wie Phagozytose, Aktivierung proteolytischer Kaskaden
und Synthese potenter antimikrobieller Peptide. Diese Mechanismen kénnen in
der Regel die Entstehung eines Infektionsherdes verhindern. Durchbricht aber
ein pathogener Mikroorganismus diese erste Abwehrfront, 16st er eine adaptive
Immunantwort aus [220].

Das adaptive Immunsystem wird im Gegensatz zur angeborenen Immunitat
durch Lymphozyten vermittelt, die nach dem Ort ihrer Reifung in B- (Reifung im
Knochenmark = bone marrow) bzw. T- Lymphozyten (Reifung im Thymus)
unterteilt werden. Lymphozyten exprimieren auf ihrer Zelloberflache einen
individuellen Antigenrezeptor, der durch unterschiedlichste Rekombinationen
von Genen entsteht. Daraus resultiert eine fast unlimitierte Anzahl
antigenspezifischer Lymphozyten. Ausgehend von ihrem Reifungsort
rezirkulieren die Lymphozyten kontinuierlich mit dem Blutstrom durch die
peripheren lymphatischen Organe. Hier erfolgt die Aktivierung der T-
Lymphozyten durch antigenprasentierende Zellen (vor allem dendritische
Zellen, bereits aktivierte T-Zellen und Makrophagen), die als Bindeglied
zwischen angeborener und erworbener Immunitdt aufgenommene und
prozessierte Antigene tiber MHC Il Molekile prasentieren. Die aktivierten Zellen
expandieren klonal und gewinnen die F&ahigkeit, Immuneffektorfunktionen
auszutben. Sie sind unter anderem befahigt, B-Zellen zu aktivieren und so die
Produktion antigenspezifischer Antikdrper einzuleiten. Darlber hinaus bilden
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sich im Rahmen einer adaptiven Immunantwort Gedéachtniszellen aus, die eine
erneute Infektion mit dem gleichen Erreger verhindern kénnen [142].

Die folgende Arbeit befasst sich primar mit der angeborenen Immunitat, so dass
im Weiteren nicht ndher auf das adaptive Immunsystem eingegangen wird.

1.2.1 Erkennung von Pathogenen

Die zentrale Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen
Fremd und Eigen. Diese Differenzierung ist wesentlich fir die Erkennung und
Bekampfung von Krankheitserregern oder entarteten Zellen. Das angeborene
Immunsystem besitzt im Gegensatz zum erworbenen Immunsystem nur eine
limitierte Zahl von Rezeptoren, die konservierte, konstitutiv exprimierte
Strukturen von Pathogenen -so genannte ,pathogen associated molecular
pattern“ (PAMP)- erkennen [221]. Alle PAMPs besitzen drei Merkmale, welche
eine fundamentale Rolle bei der Erkennung spielen. Zum Einen werden PAMPs
nur von Mikroben und nicht vom Wirt synthetisiert, wodurch die Erkennung
zwischen Eigen und nicht Eigen ermdglicht wird. Des Weiteren variieren
PAMPs einer bestimmten Klasse nicht unter den Mirkoorganismen derselben,
was eine Reduktion der Rezeptoren mdglich macht. Drittens sind PAMPs fiir die
Pathogenitat und das Uberleben von Mikroorgansimen essentiell [220].
Innerhalb der angeborenen Immunitat lassen sich funktionell drei Gruppen
mustererkennender Rezeptoren unterscheiden: sezernierte, endozytierende
und signaltransferierende [220]. Im Folgenden soll nur auf die dritte Gruppe
naher eingegangen werden.

Die signaltransferierenden  Rezeptoren sind durch die  Fahigkeit
gekennzeichnet, Informationen der Pathogenerkennung mit Hilfe von
Signaltransduktionskaskaden in die Zelle weiterzuleiten und daraufhin die
Expression verschiedener Gene der Immunantwort zu induzieren. Zu dieser

Gruppe gehéren die Toll-like Rezeptoren [160].
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1.3 Toll-like Rezeptoren

1.3.1 Drosophila Toll

Das Toll-Protein wurde erstmalig 1984 von der Biochemikerin Christiane
Nusslein-Volhard in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert
[13;106]. Primar wurde dem Protein eine tragende Rolle in der dorsoventralen
Ausrichtung des Embryos eingerdumt. Erst wesentlich spater konnte auch eine
Beteiligung an der Auslésung einer Immunantwort auf grampositive Bakterien
und Pilze nachgewiesen werden [13;106;187].

Aktiviert wird Drosophila Toll durch den endogenen Liganden Spatzle.
Nachfolgend werden intrazellulare Signalproteine wie der Adapter Tube und die
Kinasen Pelle, Cactus und Dorsal aktiviert, die wiederum Transkriptionsfaktoren
der Rel-Familie (Dif und Relish) phosphorylieren [106;224;284]. Dadurch wird
schlieBlich die Produktion antimikrobieller Proteine wie Drosomycin, Diptericin
und Defensin eingeleitet.

Kurz nach der Entdeckung des Toll-Proteins in der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster fand man in Saugetieren 13 Homologe von Toll, wobei im
humanen System nur die TLRs 1-10 nachgewiesen werden Kkonnten
[59;60;74;221;279;328].

1.3.2 Aufbau und Lokalisation der Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren sind transmembrandése Rezeptoren, die aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zum IL-1 Rezeptor der Toll/IL-1 Rezeptor (TIR) Familie
zugeordnet werden. Alle Mitglieder dieser Familie weisen intrazellular einen
homologen Aufbau auf, wahrend sich extrazellular jedoch eine gewisse
Diversitat zeigt [9;31;294]. Der zytoplasmatische Bereich -TIR Domaéane
genannt- setzt sich aus ca. 200 Aminosauren zusammen und enthalt drei
konservierte Regionen, worlber Interaktionen mit Adapter-Proteinen erfolgen
kébnnen  [8;222;294]. Der extrazellulare Bereich beinhaltet 19-25
hintereinandergeschaltete Leucin-reiche ,repeats” (LRRs), die sich vom IL-1

Rezeptor, welcher Immunglobulin-&hnelnde Domé&nen enthalt, unterscheidet
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[175;294]. Die LRR-Domane ist an der Ligandenerkennung beteiligt und
wahrscheinlich flr die Dimerisierung von TLRs notwendig [15].

Toll-like Rezeptoren, die an der Erkennung bakterieller Produkte beteiligt sind
(TLR 1, 2, 4, 5 und 6), sind auf der Zelloberflache lokalisiert. Die TLRs 3, 7, 8
und 9 erkennen Nukleinsduren, liegen intrazellular und dienen der Abwehr
viraler Infektionen [114;231;294].

1.3.3 Aktivierung von TLRs durch Liganden

1.3.3.1 TLR 4

Medzhitov et al. entdeckten 1997 den ersten humanen Toll-like Rezeptor, der
spater als TLR 4 identifiziert wurde. Dieser Rezeptor erkennt LPS, ein
Bestandteil der Zellwand Gram- negativer Bakterien [132;221;268;294], dessen
aktivierende Komponente Lipid A darstellt [150]. Die Erkennung von LPS erfolgt
nicht allein durch den Rezeptor, sondern durch einen Molektlkomplex aus TLR
4, MD-2, CD14 [302;308;340] und RP105 [232;324]. Ist freies LPS im Serum
vorhanden, wird es von einem Lipopolysaccharid bindenden Protein (LBP)
gebunden und so durch CD14 erkannt. Da CD14 keine intrazytoplasmatische
Domane besitzt, wird erst durch die Interaktion mit TLR 4 die Aktivierung des
Signalweges ermdglicht [112;144;236]. Ein weiterer Bestandteil des
Molekilkomplexes ist das Glykoprotein MD-2, welches an die extrazellulare
Domane von TLR 4 bindet [6;308]. Untersuchungen an Zelllinien chinesischer
Hamsterovarien, die Mutationen im MD-2 Gen aufwiesen, haben ergeben, dass
MD-2 fir eine adaquate Interaktion von LPS mit TLR 4 essentiell ist [302]. MD-2
wandert zunachst mit TLR 4 Uber das endoplasmatische Reticulum in den
Golgi-Apparat und anschlieBend an die Zelloberflache, wo tberschiissiges MD-
2 abgegeben wird [346]. RP105, ein Protein das vorzugsweise auf der
Zelloberflache von B-Lymphozyten exprimiert wird, enthélt eine LRR-Doméne,
die der Leucin-reichen Doméane der TLRs ahnelt. B-Zellen RP105-defizienter
Mause zeigten eine reduzierte Ansprechbarkeit auf LPS [232;252].

Weitere bislang bekannte Liganden fir TLR 4 sind Lipoteichonsaure [325],
Lipoarabinomannan, ein Glykolipid und Virulenzfaktor des Mykobacterium
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tuberkulosis [218], das Fusionsprotein des respiratorischen Dyncytical Virus
(RSV) [111], Hullproteine von Retroviren [271], Taxol, ein Produkt der
pazifischen Eibe [47;164] sowie Mannan von Saccharomyces cervisiae und
Candida albicans [317]. Zudem erkennt TLR 4 endogene Substanzen wie die
Hitzeschockproteine Hsp60 wund 70 [17;100;253;344], Hyaluronsaure,
Heparansulfat, -Defensin, Fibronectin und Fibrinogen [145;255;311;332;334].

1.3.3.2 TLR 1,2 und 6

Der Toll-like Rezeptor 2 ist in der Lage, eine groBe Vielfalt an Mikroorganismen
zu erkennen. Zu den TLR 2 Liganden gehdéren Lipoproteine von Mykobakterien,
Spirochaten und Gram- negativen Bakterien [12;38;124;193], Peptidoglykane
und Lipoteichonsduren Gram- positiver Bakterien [186;294;303;342;372],
Lipoarabinomannan von Mykobakterien [186;218;342],
Glykoinositolphospholipide von Trypanosoma Cruzi [48], Glykolipide von
Treponema maltophilum [257], Oberflachenproteine von Neisseria sowie
Zymosan von Pilzen [212;325;326;341].

AuBerdem erkennt TLR 2 atypische Formen von LPS, die vornehmlich von
Leptospira interrogans und Porphyromonas gingivales gebildet werden. Diese
unterscheiden sich durch die Lipid A Komponente von dem LPS, das von TLR 4
erkannt wird [125;356].

Die meisten PAMPs werden in Form von TLR-Homodimeren erkannt. TLR 2
nimmt eine Sonderstellung ein, da er darlber hinaus in der Lage ist,
Heterodimere mit den Rezeptoren 1 und 6 zu bilden, wodurch eine Abgrenzung
zwischen den unterschiedlichen mikrobiellen Komponenten mdéglich wird.
Untersuchungen ergaben, dass TLR 6 sowohl fir eine hinreichende
Immunantwort nach Stimulation mit Peptidoglykan und léslichem Modulin als
auch fir die Erkennung diacetylierter Lipopeptide notwendig ist [260;327].
Demgegenlber bindet das Heterodimer aus TLR 2 und TLR 1 triacetylierte
Lipopeptide [329]. AuBerdem erkennt das Heterodimer aus TLR 1 und 2
|6sliche Faktoren, die von Neisseria meningitidis freigesetzt werden [363] und
spielt eine wesentliche Rolle in der Erkennung von Lipoproteinen, die auf der
Zelloberflache von B. burgdorferi lokalisiert sind [11].
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1.3.3.3 TLR 3

Doppelstrangige RNA (dsRNA) ist ein bekanntes virales Motiv, welches von den
meisten Viren im Laufe ihres Vermehrungszykluses gebildet wird. Die
Erkennung von dsRNA wird kontrovers diskutiert. So kann dsRNA ebenso wie
das synthetische Analogon Poly (I:C) einerseits durch TLR 3 gebunden werden
[10;294]. Andererseits wird angenommen, dass die immunstimulierende
Wirkung von dsRNA zum Teil auf eine Aktivierung der dsRNA-abhangigen
Proteinkinase (PKR) zurtickzuflihren ist [21;368].

1.3.3.4 TLR S

Bakterielles Flagellin ist derzeit der einzige bekannte Ligand von TLR 5 [108].
Es ist der Hauptproteinbestandteil von Flagellar, einer hoch komplexen Struktur,
die Uber die auBere Membran Gram- negativer und positiver Bakterien
hinausragt und als Fortbewegungsmittel fungiert. Flagellar begunstigt zudem
die Anhaftung an eine Wirtszelle und foérdert so die bakterielle Invasion, womit
es wesentlich zur Virulenz beitragt. Genetische Untersuchungen an diversen
Gram- negativen Bakterien deckten konservierte Regionen am Amino- und
Caboxyl-Terminus auf, die fir die immunstimulierende Wirkung von Flagellin
verantwortlich gemacht werden konnten [76].

1.3.3.5 TLR9

TLR 9 ist beteiligt an der Erkennung bakterieller und viraler DNA [294]. Die
immunstimulierende Wirkung bakterieller DNA wird auf unmethylierte CpG
Motive zurlckgefuhrt [120], welche selten im Genom von Vertebraten
vorkommen.  Synthetische Desoxyoligonukleotide  weisen  &ahnliche

immunstimulierende Aktivitat auf.

1.3.3.6 TLR7,8und 10

TLR 7 und TLR 8 erkennen virale und synthetische einzelstrangige RNA sowie
Nukleoside [72;115;119;185]. Imidazoquinoline (Imiquimod, Resiquimod) sind
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synthetische Nukleoside, die bereits in den 80er Jahren entwickelt wurden.
Ihnen kann eine potente antivirale und tumorsuppressive Wirkung
zugeschrieben werden, da sie die Produktion proinflammatorischer und
regulatorischer Zytokine durch immunkompetente Zellen férdern. Imiquimod ist
als Arzneimittel zur Therapie von malignen Hauttumoren sowie zur Behandlung
von Genitalwarzen, verursacht durch humane Papillomaviren, zugelassen
[45;94;119;148;336;347]. Auch Guanosin-Analoge wie Loxoribine und
Bropirimine werden durch TLR 7 und 8 gebunden und wirken sowohl
immunmodulierend als auch tumorsuppressiv [114;185]. So wird Bropirimin
heute als Medikament bei der Behandlung von Nierenzellkarzinomen
angewendet [288].

FOr TLR 10 ist bis heute kein Ligand bekannt.

1.4 Signalkaskade

Toll-ike Rezeptoren aktivieren eine Signalkaskade, die zur vermehrten
Expression immunkompetenter Gene flhrt. Auf der einen Seite kénnen TLRs
nach  Aktivierung  durch  bakterielle = Pathogene die  Produktion
proinflammatorischer  Zytokine auslésen und somit eine effiziente
Entzindungsreaktion hervorrufen. Auf der anderen Seite induzieren sie die
Bildung von Typ | IFN, welches antiviral wirkt, immunkompetente Zellen aktiviert
und die Apoptose infizierter Zellen einleitet.

Die Signalkaskade der Toll-like Rezeptoren weist Ahnlichkeiten zu der IL-1
Rezeptor vermittelten Kaskade auf. Sowohl der IL-1 Rezeptor als auch alle Toll-
like Rezeptoren interagieren Uber die TIR-Doméane mit unterschiedlichen
Adaptorproteinen, die wiederum TIR-Doméanen enthalten. Dazu gehdéren
MyD88, TIRAP-MAL, TRIF-TICAM sowie TRAM-TICAM
[84;129;217,;222;222;259]. Grundsétzlich kann grob zwischen einem MyD88-
abhéangigen und einem -unabhangigen Weg differenziert werden. Das
Adaptorprotein MyD88 verflgt zusatzlich zur TIR-Doméne Uber eine death-
Doméane am N-terminalen Ende, Gber welche die Aktivierung nachgeschalteter
Proteine erfolgt [222]. Es kann, abgesehen von TLR 3, von allen TLRs genutzt

werden und steht im MyD88-abhangigen Weg am Anfang der Signalkaskade.
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Eine Ausnahme bilden die TLRs 2 und 4. So brachten Untersuchungen des
letzten Jahrzehnts hervor, dass in der Signalkette der TLRs 2 und 4 das Protein
TIRAP-MAL MyD88 vorangeschaltet ist. TIRAP-MAL besteht im Vergleich zu
MyD88 aus einer kirzeren Aminosaurekette und enthalt keine death-Domane.
Man geht davon aus, dass TIRAP-MAL fir die Rekrutierung von MyD88 zum
Rezeptor notwendig ist [79;84;129;365].

Nach Aktivierung rekrutiert MyD88 Uber die death-Doméane Mitglieder der IL-1
Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK) [192;241]. Die IRAK Familie umfasst die
vier Mitglieder IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M und IRAK-4 [192]. In Versuchen mit
IRAK-4 defizienten Mausen konnte eine fehlende Ansprechbarkeit auf
bakterielle Substanzen festgestellt werden [315]. IRAK-1 besitzt drei TRAF6-
(TNFR-assoziierter Faktor 6) bindende Domanen und dartber hinaus die
Fahigkeit zur Autophosphorylierung [370]. IRAK-4 und IRAK-1 werden
nacheinander durch Phosphorylierung aktiviert und rekrutieren daraufhin
TRAF6. Der Komplex aus TRAF6 und IRAK-1 dissoziiert anschlieBend vom
Rezeptor [180;319;351], was durch IRAK-M verhindert werden kann [166;315].
TRAF6 gehort zur Familie der Ubiquitin E3 Protein-Ligasen und besitzt somit
die Fahigkeit Polyubiquitin-Ketten zu synthetisieren [56;192]. Er bildet einen
Komplex mit den Ubiquitinations-E2-Enzymen UBC13 und UEV1A, welcher
anschlieBend die Autopolyubiquitination von TRAF6 und die Bildung von
Polyubiquitin-Ketten an IKK-y/NEMO katalysiert [68]. Dadurch wird ein weiterer
Komplex, bestehend aus der TGF-B-aktivierten Kinase 1 (TAK1) und den TAK1-
bindenden Proteinen TAB1, TAB2 und TABS3, von TRAF6 rekrutiert [351]. TAK1
wiederum phosphoryliert nachfolgend MKK3/MKK6 und IKK-B, die schlieBlich
zur Aktivierung der MAP-Kinasen und des Transkriptionsfaktors Nf-kB flhren
[290].

Eine vermehrte Produktion von Typ | IFN wurde nach Aktivierung der TLRs 3, 4,
7 und 9 nachgewiesen. Der Signalweg zur Induktion von Typ | IFN erfolgt bei
den TLRs 3 und 4 MyD88-unabhangig und wird durch zwei weitere Proteine,
die TIR-Doméanen enthalten, vermittelt: TRAM-TICAM und TRIF-TICAM
[82;126;259;364]. TRAM-TICAM scheint mit der TIR-Doméane des TLR 4 zu
interagieren und anschlieBend TRIF-TICAM zu aktivieren. In der TLR 3-
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vermittelten Kaskade wird TRIF-TICAM direkt durch Interaktion mit dem
Rezeptor aktiviert. Uber eine TRAF-bindende Domane am N-terminalen Ende
geht TRIF-TICAM eine Bindung mit TRAF3 und TRAF6 ein [290]. TRAF3 ist far
die Induktion von Typ | IFN verantwortlich, indem es TBK1 (auch bekannt als
NAK oder T2K), ein Mitglied der TRAF-assoziierten Nf-kB-Aktivatoren (TANK),
aktiviert. TBK1 enthalt induzierbare IkB-Kinasen (IKK-i auch bekannt als IKK-¢).
Diese Kinasen phosphorylieren IRF-3 [121;239], der daraufhin in den Zellkern
wandert und zur vermehrten Expression IFN-induzierbarer Gene und
proinflammatorischer Zytokine fihrt [82;128;239;263;307;330;358].

Am C-terminalen Ende verflgt TRIF Uber das "receptor-interacting protein (RIP)
homotypic interaction motif'(RHIM), Uber welches eine Interaktion mit RIP1
erméglicht wird. Uber RIP1 kann wiederum der Transkriptionsfaktors Nf-kB
aktiviert werden [228].

Die durch TLR 7 und 9 induzierte Produktion von Typ | IFN und
inflammatorischen Zytokinen erfolgt Gber das Adaptorprotein MyD88 [119;120].
MyD88 formt hier einen Komplex mit IRAK-1, IRAK-4, TRAF3, TRAF6, IKK-a
und IRF-7, die nach Aktivierung der TLRs 7 und 9 zum Rezeptor rekrutiert
werden [127;131;162;339]. Untersuchungen ergaben, dass IRAK-4 sowohl fir
die Produktion von Typ | IFN als auch fur die Bildung proinflammatorischer
Zytokinen notwendig ist [315], wohingegen IRAK-1, TRAF3 und IKK-a lediglich
IRF-7 aktivieren und somit die Produktion von Typ | IFN kontrollieren
[102;131;251;339].

1.4.1 Der Transkriptionsfaktor Nf-kB

Nf-kB reguliert die Transkription einer Vielzahl von Genen, die vor allem der
Pathogenabwehr dienen [24;216]. Er besteht aus den 5 verschiedenen Rel
Proteinen p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (Nf-kB1) und p52/p100 (Nf-kB2),
die als Hetero- oder Homodimere an die DNA binden und zur Transkription der
Zielgene fuhren [24;91;233;309]. Wahrend die Proteine RelA/p65 und p50
ubiquitdr exprimiert werden, kommen p52, c-Rel und RelB nur in spezifisch
differenzierten Zellen vor [24;196]. P50 und p52 entstehen aus ihren Vorlaufern
p105 und p100 [107;118;195]. Alle Rel-Proteine besitzen eine konservierte, aus

10
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300 Aminosauren bestehende Struktur, die als Rel homologe Region (RHR)
bezeichnet wird. Diese RHR ist verantwortlich flir die Dimerisierung, die DNA-
Bindung und die Interaktionen mit IkBs. Die RHR enthalt dariber hinaus eine
nukledre Lokalisationssequenz (NLS) [233]. P65, RelB und c-Rel enthalten am
C-Terminus Transaktivierungsdoméanen (TADs), welche die Transkription von
Zielgenen einleiten. P50 und p52 kénnen nur als Komplex mit p65, c-Rel oder
RelB die Transkription ausldsen.

Im inaktiven Zustand liegt Nf-kB als an IkB-Proteinen gebundenes hetero- oder
homodimeres Protein im Zytoplasma vor [24;91;233;309]. Die IkB-Familie
enthalt sieben Mitglieder: IkBa, I[kBB, IkBe, IkBy, Bcl-3 sowie die
Vorlauferproteine p100 und p105 [91;357]. IkB-Proteine besitzen sechs oder
sieben Ankyrin-Wiederholungen, welche die Bindung der RHRs und die
Maskierung der NLS vermitteln. Nur IkBa, IkBf und IkBe enthalten am N-
Terminus regulierende Regionen, die fir die Stimulus-induzierte Degradierung
notwendig sind [272].

Die Aktivitat von Nf-kB wird durch den IkB Kinase-Komplex (IKK) reguliert, der
sich aus den zwei katalytischen Untereinheiten IKK-a und IKK-B sowie dem
Gerustprotein IKK-y (NEMO) zusammensetzt [27;154;226]. Man unterscheidet
zwischen Kklassischer und alternativer Aktivierungskaskade. Da die TLR-
vermittelte Aktivierung Uber den klassischen Weg verlauft, soll im Folgenden
nur auf diesen naher eingegangen werden [40]. In der klassischen
Signalkaskade phosphoryliert IKK-B die IkB-Proteine an den Serinresten 32 und
36, was deren Ubiquitination durch den SCFPT™" Komplex und damit den
Abbau durch Proteasomen ermdglicht. Dadurch wird die nukleare
Lokalisationsfrequenz frei gelegt, so dass der Transkriptionsfaktor in den
Zellkkern wandern und die Transkription von Zielgenen einleiten kann
[283;39;55;71;117;118;293;357;369].

IKK kann durch verschiedene, vor allem aber inflammatorische und stress-
assoziierte Stimuli aktiviert werden. Neben mikrobiellen Agenzien und Viren
kénnen Zytokine, wie IL-1 und TNF-a, und proapoptotische Stimuli, wie UV-
Licht und freie Sauerstoffradikale, IKK aktivieren [24;27;91;226].

11
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1.4.2 MAP-Kinasen

MAPK gehdéren zu den Serin-/Threonin- Proteinkinasen, die Bestandteile
eines Signaltransduktionsnetzes sind, welches die Embryogenese, die
Zelldifferenzierung, die Zellproliferation und den Zelltod kontrollieren. Typisch
fir die MAPK-Kaskade ist ihr Aufbau in eine dreischrittige Kinasenkaskade:
MAP-Kinasen-Kinasen = (MAPKKs) phosphorylieren die MAPKs an
Serin/Threonin- und Tyrosinresten [62;171;362]. Die MAPKK selbst werden
wiederum durch MAPKKKs phosphoryliert und damit aktiviert
[65;80;99;169;190]. Anhand des Prolins, welches an bestimmten Positionen
exprimiert wird, erkennen MAPKs ihre Substrate und phosphorylieren diese
daraufhin an den Aminosauren Serin bzw. Threonin. Zu ihren Substraten
gehdren Transkriptionsfaktoren, Proteine des Zyotskeletts und der Membranen
sowie Phospholipasen [262;283].

Bis heute sind drei wichtige Gruppen bekannt: Extrazellulare-signal-regulierte
Kinasen (ERK 1/2), c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) / Stress-aktivierte
Proteinkinasen (SAPK) und p38 [54;178]. Nachfolgend wird nur auf die MAP-
Kinasen ERK 1/2 und p38 naher eingegangen.

ERK 1/2, auch bekannt als p42/p44 MAPK, regulieren das Zellwachstum und
die Zelldifferenzierung [283;374]. Vor allem Hormone, Phoberol-Ester und
Wachstumsfaktoren, aber auch osmotischer Stress und Zytokine induzieren die
Aktivierung des ERK-Signalweges [190]. ERK 1/2 werden durch MEK1 und
MEK2 phosphoryliert [62;171;362], die wiederum durch Raf-lsoformen
[69;85;177], Tpl-2, MOS und MEKK1-3 [286] aktiviert werden kénnen.

Von der MAPK p38 sind vier verschiedene Isoformen bekannt: a, B, y und &
[54]. Die p38-Signalkaskade wird in vielen Zellen durch Zytokine, wie TNF-a
und IL-1B, durch Hormone sowie durch unterschiedliche Stressoren, wie
Hyperosmolaritdt und Hitzeschock, aktiviert [262;283;374] und kontrolliert vor
allem die Immun- und Entziindungsantwort der Zelle [283]. Die Signalkaskade
besteht aus den MAPKKs MKK3 und MKK®6, die p38 phosphorylieren und selbst
von den MAPKKK MEKK1-4, TAO1 und 2, ASK oder TAK aktiviert werden
[262;283].

12
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1.5 Proopiomelanokortin-System

Das a-Melanozyten stimulierende Hormon (a-MSH) gehért zur Gruppe der
Melanokortine. Melanokortine sind strukturell &hnliche Peptide, die ihren Namen
aufgrund ihrer melanotropen und kortikotropen Wirkung erhielten. Sie werden
aus dem Vorlaufermolekll Proopiomelanokortin (POMC) synthetisiert und
umfassen neben a-MSH das - und y-Melanozyten stimulierende Hormon (B-
und y-MSH) sowie das adrenokortikotrope Hormon (ACTH) [77;209]. Erstmals
entdeckt im Hypophysenvorderlappen, wurden die Peptide mittlerweile in
verschiedensten Geweben und Zellen beschrieben [67;174;310;312]. Innerhalb
der Haut konnte eine vermehrte Expression und Freisetzung von POMC-
Derivaten in Melanozyten, Keratinozyten, Langerhans-Zellen und Fibroblasten
nach Exposition externer Noxen, wie UV-Strahlung oder LPS, nachgewiesen
werden [81;292;333;360].

1.5.1 Biosynthese

Das POMC-Gen besteht aus 3 Exons und 2 Introns, wobei Exon 1 nicht
kodierende Regionen enthalt, Exon 2 fir ein N-terminales Signalpeptid kodiert,
das fUr die Translokation und Sekretion notwendig ist und Exon 3 die Abfolge
fir die verschiedenen bioaktiven Peptide umfasst [18;349]. Die Transkription
des POMC-Gens in mRNA erfolgt in Abhangigkeit vom Ort der Expression. So
ergeben sich je nach Lokalisation unterschiedlich groBe bzw. lange mRNA-
Transkriptate. Auch bei der Translation zeigen sich lokale Unterschiede. Nach
der Translation wird das POMC-Prohormon gewebsspezifisch durch Proteasen,
die sogenannten Prohormonkonvertasen 1 und 2 (PC-1 und -2), in die
jeweiligen Derivate gespalten [30]. Die Prohormonkonvertase 1 (PC-1) generiert
die Bildung von ACTH, wéahrend die Prohormonkonvertase 2 (PC-2) durch
weitere Spaltung von ACTH die Melanokortine a-, - und y-MSH [269;295;298]
bildet. Die so entstandenen Peptide werden anschlieBend durch Acetylierung

und Amidierung weiter modifiziert [1].
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1.5.2 Rezeptoren

Die Wirkung der Neuropeptide ist abhdngig von der Expression der
Melanokortinrezeptoren (MC-R). Bis heute sind 5 Subtypen (MC-1R bis MC-5R)
identifiziert worden [57;87;179;238;281]. Melanokortinrezeptoren sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben transmembranésen Domanen, die
nach Bindung eines Liganden die Adenylatzyklase aktivieren, welche ATP in
cAMP umwandelt [61;331;359]. In der Zelle wirkt cAMP als second messenger
und steuert die physiologische Antwort der Zelle.

Innerhalb der Haut konnte vor allem der MC-1-Rezeptor nachgewiesen werden
[36;43]. Dieser Rezeptor besitzt die hdchste Bindungsaffinitat fir a-MSH [237]
und wird auf Fibroblasten [35], Melanozyten [238;335], Keratinozyten [53;143],
Neutrophilen,  Mastzellen,  Makrophagen, @ Monozyten [16;32;52;314],
dendritischen sowie endothelialen Zellen [28;104] exprimiert. Zunachst wurde
angenommen, dass die Hauptfunktion des MC-1R in der Regulation der
Melanogenese liege. Mittlerweile konnte jedoch festgestellt werden, dass der
Rezeptor dartber hinaus eine wichtige Rolle in der Modulation von

Entzindungsreaktionen einnimmt.

1.5.3 Immunmodulierende Wirkung

Untersuchungen haben ergeben, dass unter den POMC-Derivaten vor allem a-
MSH sowie dessen C-terminales Tripeptid a-MSH 11-13 (KPV) eine potente
immunmodulierende und entziindungshemmende Wirkung besitzen. So wird
beschrieben, dass ao-MSH zum Einen die Produktion und Freisetzung
proinflammatorischer und immunmodulierender Zytokine wie IL-1, IL-6, TNF-a,
IL-2, IL-4, IL-13 und IFN-y reduziert [2;4;51;197;202;204;206;277;355] und zum
anderen die Synthese des antiinflammatorisch wirkenden Zytokins IL-10 férdert
[33;95;204]. Auch die Chemotaxis immunkompetenter Zellen in das entziindete
Gewebe wird durch a-MSH beeinflusst, indem es die Sekretion der Chemokine
IL-8, MCP-1 und Gro-a moduliert [90;104]. Des Weiteren scheint das
Melanokortin die IL-8-vermittelte Immunantwort von Neutrophilen unterdriicken

zu kbénnen, da es durch Inhibition von Serin-Proteasen die Expression von
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CXCR1 und CXCR2 reduziert [211]. Die Expression endothelialer
Adhéasionsmolekile, wie ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1 und E-Selectin
[34;46;113;151;299], die wahrend einer Entzindung flr eine hinreichende
Migration und Diapedese von Immunzellen aus den BlutgefaBen in das
betroffene Gewebe notwendig sind, wird ebenfalls durch a-MSH inhibiert.
Untersuchungen haben dartiber hinaus ergeben, dass a-MSH die Expression
von MHC-1 Molekilen [113;141;205] und kostimulierenden Molekilen wie CD86
und CD40 auf Monozyten und dendritischen Zellen unterdriickt [28;32].
AuBerdem hemmt das Melanokortin die Synthese von Stickstoffmonoxid und
Neopterin durch Makrophagen, die wesentliche Bestandteile zur Elimination
pathogener Erreger darstellen [197;270;314]. Zudem scheint a-MSH IL-1
vermittelte Entzindungsparameter wie Fieber und Thymozytenproliferation
unterdriicken zu kénnen [136] und beeinflusst je nach Stimulus,
Zytokinproduktion und -konzentration, die Synthese und Freisetzung von
Antikérpern wie IgE [4;206]. Durch Inhibition der Prostaglandin-Synthese
moduliert das Neuropeptid auBerdem den Arachidons&urestoffwechsel [245].
Immunreaktionen vom Soforttyp werden ebenfalls durch a-MSH beeinflusst,
indem die Histamin-Freisetzung und die mRNA Expression von IL-1, TNF-a und
Lymphotactin durch Mastzellen unterdriickt werden [2;98].

a-MSH entfaltet seine Wirkung, indem es cAMP-abhangig die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nf-kB unterdriickt [109;110;151;210]. Es zeigte sich, dass
sowohl die Degradierung von IkBa [208] als auch die Translokation von p65
inhibiert werden. In Endothelzellen konnte auBerdem nachgewiesen werden,
dass nach Stimulation mit a-MSH die Expression von Nf-kB mRNA inhibiert
wird, die inhibitorische Untereinheit IKB jedoch vermehrt transkribiert wird
[41;139;151;203;210].

Eine ausfihrliche Darstellung der immunmodulierenden Wirkung von a-MSH st

in dem Review von Brzoska et al aus dem Jahr 2008 zu finden [42].
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2 Fragestellung

Toll-like Rezeptoren spielen eine wesentliche Rolle in der Aktivierung des
angeborenen Immunsystems. Die Bedeutung dieses Systems in der Haut und
seine Interaktion mit anderen regulierenden Signalwegen sind jedoch nur
unvollstandig geklart. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist zu prifen, in wie weit
Keratinozyten durch eigenstandige TLR-vermittelte Pathogenerkennung an der
Auslésung und Regulierung von Entziindungsreaktionen beteiligt sind und ob
dieser Prozess durch POMC-Peptide in vitro moduliert werden kann.

Konkret soll zunachst mittels RT-PCR die Expression von TLRs in der murinen
Keratinozytenzelllinie PAM 212 verifiziert werden. Im nachsten Schritt soll die
Modulation der TLR-Expression im Rahmen einer Entziindungsreaktion mittels
verschiedener proinflammatorischer Stimuli (LPS, IL-1) ermittelt werden.
Dartber hinaus soll gezeigt werden, dass TLRs auf Keratinozyten in vitro
funktionell exprimiert werden, und dass sie eine essentielle Aufgabe bei der
Initiation und Regulation der Entziindungsreaktion haben. Hierzu ist geplant, in
der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT sowie den PAM 212 Zellen die
Aktivitat des Transkriptionsfaktors Nf-kB, der MAP-Kinasen p38 und ERK 1/2
sowie die Expression der Zytokine IL-8, IL-6 und CXCL-2 nach Stimulation mit
TLR-Liganden zu bestimmen.

AbschlieBend soll der Einfluss des cAMP-Signalweges, welcher auch durch
Proopiomelanokortine genutzt wird, auf die Signaltransduktion der TLRs
untersucht werden. Im Detail wird wiederum der Aktivierungszustand des
Transkriptionsfaktors Nf-kB, der MAP-Kinasen p38 und ERK 1/2 sowie die
Expression der Zytokine IL-6, IL-8 und CXCL-2 nach Koinkubation der Liganden
mit dem cAMP-Analogon db-cAMP bzw. dem Adenylatzyklase-Aktivator
Forskolin ermittelt.
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3 Material und Methode

3.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in dem Inkubator Hera Safe (Heraeus,
Hanau, Deutschland) in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37°C und 5%
CO2-Gehalt. Die Medien inklusive der Zusatze wurden mit 150ml Sterilfiltern mit
einer PorengréBe von 0,22um filtriert. Glaswaren und nicht steril verpackte
Plastikartikel wurden in einem Dampfsterilisator bei 120°C und 1 bar fir 20
Minuten sterilisiert.

3.1.1 Zellkultivierung

Bei den verwendeten PAM 212 Zellen handelt es sich um eine murine
Keratinozytenzelllinie. Die humane keratinozytare Zelllinie HaCaT stellt die
erste permanente, aneuploide Zelllinie dar, die aus adulter humaner Haut
gewonnen werden konnte. Trotz ihres abgewandelten und unlimitierten
Wachstumsverhaltens, formieren die HaCaTs strukturiertes epidermales
Gewebe und weisen eine regulare Differenzierung und Keratinisierung auf, so
dass sie im besonderen MafBe ein geeignetes in vitro Modell zur Erforschung
von Keratinozyten darstellen [37].

Beide Zelllinien wurden in 75 cm?® groBen Kulturflaschen (Falcon BD,
Heidelberg, Deutschland) in RPMI-Medium 1640 (PAA Laboratories, Linz,
Osterreich) kultiviert. Das Medium wurde vor Gebrauch unter sterilen
Bedingungen mit 1% L-Glutamin, 1% Penicillin Streptomycin (PAA
Laboratories, Linz, Osterreich) und 10% FCS (Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland) versetzt. Jeden 3. Tag wurden die Zellen 1:10 (HaCaT) bzw. 1:20
(PAM 212) gesplittet. Zunachst wurden sie mit 10ml PBS (PAA Laboratories,
Linz, Osterreich) gewaschen und anschlieBend zum Ldsen von der
Plastikoberflache mit 4ml Trypsin (PAA Laboratories, Linz, Osterreich) versetzt.
Nach 20-minltiger Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 6ml
Medium gestoppt und die Zellen nach kurzem Resuspendieren in neue
Kulturflaschen (Falcon BD, Heidelberg, Deutschland) Gberfiihrt.
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3.1.2 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Die Zellzahl und die \Vitalitdt der Zellen wurden mit dem
Trypanblauausschlussverfahren bestimmt. Hierflir wurde der Zellliberstand vom
Splitten verwendet, der zunachst bei 1200 U/min fir 5 Minuten abzentrifugiert
wurde. Das Zellpellet wurde dann in 1ml Medium resuspendiert und daraufhin
mit 19ml Medium versetzt. AnschlieBend wurden 10ul der nun vorliegenden
Zellsuspension mit 10ul Trypanblau (Gibco, Eggenstein, Deutschland) gemischt
und die Neubauerkammer (Brand, Wertheim, Deutschland) mit der L&sung
beschickt. Lebende Zellen schleusen den verwendeten Farbstoff aktiv aus und
erscheinen daher im Lichtmikroskop weiB in blaulicher Umgebung. Tote Zellen
setzen der Diffusion des Farbstoffs durch die Plasmamembran keinen nach
auBen gerichteten Transport entgegen und werden tiefblau gefarbt.

Unter dem Mikroskop wurde die Anzahl der vitalen Zellen in zwei
GroBquadraten gezahlt. Die Zellzahl wurde dann wie folgt errechnet:

z (Zellen/ml) = Z x 10*

Z = Zahl der ungeféarbten Zellen in zwei GroBquadraten

3.1.3 Toxikologische Untersuchung: MTT Proliferationsassay

Mit Hilfe des MTT-Assays kann die Vitalitdt der Zellen bestimmt werden.
Grundlage dieses Verfahrens ist das MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl Tetrazolium Bromid), eine schwach gelbe Substanz, welche von Zellen
aufgenommen wird und durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem
blauen wasserunldslichen Formazan-Produkt umgewandelt wird.
Voraussetzung fur die Umwandlung ist die Vitalitat der Zellen. Mittels eines
Stopppuffers werden die Zellen lysiert und die blauen Farbkristalle geldst. Die
Konzentration des Farbstoffs kann anschlieBend photometrisch gemessen
werden und lasst auf die Anzahl der lebenden Zellen schlieBen.

Fur diesen Versuch wurden 1x10%ml PAM 212 Zellen ausgesat. Die
Stimulation erfolgte fir 24 Stunden. Nach Ablauf der 24 Stunden wurden die
Zellen mit dem MTT versetzt, welches vorab in einem PBS Puffer in einer

Konzentration von 5mg/ml geldst wurde. Die Reaktion wurde 4 Stunden spéter
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mit dem Stopppuffer DMSO unterbrochen. AnschlieBend wurden 200ul aus
jedem well je dreimal auf eine 96 well Platte (Falcon BD, Heidelberg,
Deutschland) pipettiert, um vorhandene Volumina Méangel bei der Auswertung
mitteln zu kénnen. Die Auswertung erfolgte mit dem Elisa Reader (BioRad
Laboratories GmbH, Mlnchen, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 595-
610nm.

3.1.4 Stimulation der Zellen

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen in der fir den jeweiligen
Versuch bendtigten Menge auf wells ausgesat. Nach 24-stiindiger Kultivierung
im RPMI Medium und kurzem Waschen mit PBS wurde das Kulturmedium
durch 5% FCS-Medium ersetzt, welches sich aus dem 0% Medium (PAA
Laboratories, Linz, Osterreich) und fetalem K&lberserum zusammensetzt. Einen
Tag spater erfolgte die Stimulation. Als Stimulantien kamen in dieser Arbeit
Pam3Cys-Ser-(Lys)4 (5ug/ml) (Merck, Darmstadt, Deutschland), Poly (I:C)
(20pg/ml) (Sigma Aldrich, Muinchen, Deutschland), LPS (500ng/ml und
1000ng/ml) (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland), Flagellin Salmonella
muenchen, Recombinant, E.coli (1pg/ml) (Merck, Darmstadt, Deutschland),
murines IL-1a (10ng/ml) (Bioscource, Camarillo, USA), humanes IL-1
(10ng/ml) (Peprotech Inc., New York, USA), db-cAMP (1000uM) (Sigma Aldrich,
Munchen, Deutschland) und Forskolin (10uM) (Sigma Aldrich, Munchen,
Deutschland) sowie die Inhibitoren SB203580 (10uM) (Merck, Darmstadt,
Deutschland) und PD98059 (25uM) (Merck, Darmstadt, Deutschland) zur
Anwendung. Die angegebenen Konzentrationen wurden vorab im MTT-Assay
an den PAM 212 Zellen getestet und erwiesen sich aus toxikologischer Sicht als
unbedenklich. Des Weiteren entsprechen sie den Konzentrationsempfehlungen
der Hersteller.
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3.2 Immunologische Methoden

3.2.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz wurde 1940 erstmalig durch den Mikrobiologen Albert
Coons angewandt. Seitdem hat sie sich als immunhistologische
Nachweismethode etabliert.

Eine haufig durchgeflhrte Methode ist die indirekte Doppelimmunfluoreszenz.
Mit dieser Methode ist es madglich, unter Verwendung zwei verschiedener
Antikérper Antigen-Strukturen nachzuweisen. Der erste Antikdrper erkennt
hierbei das gesuchte Epitop spezifisch. Der zweite Antikdrper, der an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, richtet sich speziell gegen das F.-Teil des
ersten Antikdrpers und bindet diesen. Bei Betrachtung unter dem Mikroskop
kann man den Farbstoff mit einem Laser bestimmter Wellenldange anregen und
so das gesuchte Protein nachweisen.

Fir den Versuch wurden 45x10° PAM 212 Zellen bzw. 90x10° HaCaT Zellen
auf Chamber Slide-Platten (Nalge Nunc International, New York, USA)
ausgesat. Die Stimulationszeit betrug 30 Minuten. Nach Ablauf der Zeit wurde
das Medium aspiriert und die Zellen mit gefiltertem TBS-T, welcher aus 100ml
10x TBS, 900ml destillietem Wasser und 500ul Tween 20 (Karl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) bestand, dreimal fir je 2 Minuten gewaschen. Das 10x
TBS wurde vorab aus 60,59 TRIS und 438,3g NaCl, die auf 5 | Wasser
aufgefallt wurden, hergestellt und autoklaviert. Nach dem Waschen wurden die
Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)
fir 30 Minuten bei 4°C fixiert und, nach erneutem Waschen mit TBS-T, mit
Methanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fir weitere 30 Minuten bei -20°C
permeabilisiert. Nach Aspiration des Methanols wurden die Zellen mit TBS-T fir
5 Minuten gewaschen und anschlieBend mit dem Blocking Puffer (5%iges
Serum aus dem Esel) bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Nach einer Stunde wurde der Blocking Puffer
aspiriert und die Zellen fir zwei Stunden mit dem Erstantikdrper Nf-kB p65
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland) versetzt, der gegen
ein Peptid am C-Terminus des Transkriptionsfaktors gerichtet ist. Es folgten drei
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finfmindtige Waschvorgédnge mit TBS-T, um nicht gebundene Antikérper zu
entfernen. Daraufhin wurden die Zellen mit dem Sekundarantikbrper Alexa
Fluor® 488 donkey anti-rabbit (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) und der
Zellkernfarbung DAPI (Molekular probes, Karlsruhe, Deutschland), die eine
genaue Lokalisation des Nukleus ermdglicht, fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein erneuter dreimaliger Waschvorgang mit
TBS-T fir jeweils 10 Minuten. Zuletzt wurde das TBS-T ausgeklopft, die
Champers abgeldst, der Objekttrager mit dem Mounting Medium (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) beschickt und mit einem
Deckglaschen luftblasenfrei versiegelt. Bis zur Mikroskopie wurde der
Objekttrager lichtverschlossen bei 4°C aufbewahrt. Die Fluoreszenzbilder
wurden mit einem 40x Olimmersionsobjektiv und zuséatzlich 16-facher
VergréBerung an dem Fluoreszenzmikroskop BX61 (Olympus, Hamburg,
Deutschland) vorgenommen. Dabei betrug die Belichtungszeit der DAPI-
Farbung 10ms, die der Alexa 488 konjugierten Farbung 2000ms. Als Software
wurde das Programm Cell P (Olympus, Hamburg, Deutschland) verwendet.

21



— Material und Methoden —

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA Préparation

Die RNA wurde mittels des RNeasy Mini Kits (Quiagen, Hilden, Deutschland)
nach den Angaben des Herstellers gewonnen. Bei diesem Verfahren wird die
Nukleinsdure an Silikatmembranen gebunden. Durch die Wahl geeigneter
Puffer bindet vor allem RNA, wahrend genomische DNA weitestgehend
ungebunden bleibt.

Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 300ul RLT-Puffer lysiert,
der vorab entsprechend der Herstellerangaben mit B-Mercaptoethanol versetzt
wurde. Die Zellen wurden mit einem Scharber von der Plastikoberflache geldst
und in ein Eppendorf ReaktionsgefaB3 Uberflhrt. Mit Hilfe von Insulin Spritzen
wurde das Lysat durch mehrmaliges Resuspendieren homogenisiert und
anschlieBend mit 350ul Ethanol versetzt. Nach erneutem Resuspendieren
wurde das Lysat auf RneasyMiniSpin®Saulen gegeben und fir 15 Sekunden
bei 10000rpm zentrifugiert. Die aufgefangene Ldsung wurde verworfen und
350ul des ersten Waschpuffers RW1 hinzugegeben. Die Saule wurde erneut 15
Sekunden bei 10000rpm zentrifugiert und die aufgefangene FlUssigkeit
abermals verworfen. AnschlieBend wurden die S&ulen mit je 50ul RNAse freier
DNAse in RDD Puffer (Verhaltnis 1:7) beladen. Dieser 15-minitige
Inkubationsschritt bewirkt, dass eventuell an die Saule gebundene DNA in
kurze Sticke verdaut und somit beim folgenden Waschvorgang von der
Membran entfernt wird. Hiefir wurden weitere 350l des Waschpuffers RW1
hinzugefugt. Nach Zentrifugation Uber 15 Sekunden bei 10000rpm wurde die
aufgefangene Flissigkeit erneut verworfen. Dieser Waschschritt wurde mit
500ul eines zweiten Waschpuffers (RPE) zweimal wiederholt, wobei die Saulen
beim zweiten Mal far 2 Minuten bei 10000rpm zentrifugiert wurden. Danach
wurde die gebundene RNA durch Hinzufligen von 30ul RNAse freien Wassers
in ein frisches 1,5ml Eppendorf ReaktionsgefaB eluiert. 2l der jeweiligen Probe
wurden fur die spektralphotometrische Analyse verwendet. Der Rest der Proben
wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

22



— Material und Methoden —

3.3.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von RNA

Durch spekiralphotometrische Messungen lassen sich Konzentration und
Reinheit von DNA und RNA bestimmen. Die Messungen erfolgten im Bio-
Photometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 260nm in speziellen

Kunststoffkivetten (Quiagen, Hilden, Deutschland).

3.3.3 Reverse Transkription

Um bestimmte DNA-Sequenzen in der PCR amplifizieren zu kénnen, muss
zunachst die RNA in die so genannte komplementdre DNA (cDNA)
umgeschriecben werden. Diese Aufgabe bewerkstelligt die 5 —3 DNA-
Polymerase, die reverse Transkriptase. Das Enzym besitzt die Fahigkeit, einen
DNA-Einzelstrang komplementar zu einer mRNA-Matrize zu synthetisieren.
HierfGr muss ein Primer zur Verflgung stehen, der durch komplementére
Basenpaarung an die mRNA binden kann und eine freie 3’-OH Gruppe besitzt.
Fir die Reverse Transkription wurde das Kit von Fermentas (St. Leon-Rot,
Deutschland) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend der
Herstellerangaben. Aufgabe war es, 1ug RNA in cDNA umzuschreiben. Hierflr
wurde die RNA nach spektralphotometrischer Konzentrationbestimmung mit
DEPC-behandeltem Wasser verdiinnt, um die gewlinschte Konzentration von
1ug/ul zu erhalten. Als Primer dienten oligo(dT) Primer (0,5ug/ul). 1ul der
vorliegenden Probe wurden mit 1l Primer und 10ul DEPC-behandeltes Wasser
gemischt, abzentrifugiert und fir 5 Minuten auf 70°C erwarmt. Nach
anschlieBender Abkihlung auf Eis wurden 4pul 5x Reaction Buffer, 1pl
RiboLock™ Ribonulease Inhibitor und 2ul 10mM dNTP Mix hinzugeflgt. Nach
griindlichem Wortexen und Zentrifugieren wurde die Suspension auf 37°C flr 5
Minuten erwarmt. Dann wurde 1l RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase
zugesetzt, so dass das Endvolumen 20ul betrug. Danach wurde die Suspension
fir 1 Stunde auf 42°C erwarmt. Durch anschlieBendes Erhitzen auf 72°C far 10
Minuten und spateres Abkihlen auf Eis wurde die Reaktion unterbrochen. Die
hergestellte cDNA wurde bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

3.3.4.1 Prinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenraktion (PCR) erlaubt die in vitro-Vermehrung eines
spezifischen DNA-Abschnittes aus einem Uberschuss anderer Nukleinsduren
heraus. Sie setzt sich prinzipiell aus 3 Teilschritten zusammen. Zunachst wird
bei einer Temperatur von Uber 90°C die doppelstrangige DNA denaturiert, so
dass zwei Einzelstrange entstehen. Im zweiten Schritt binden
Oligonukleotidprimer an die DNA (Annealing), die komplementdr zu den
flankierenden Bereichen des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes sind. Der
stromaufwarts gelegene Primer ist komplementar zu einer Sequenz auf dem
53" Strang, der stromabwarts gelegene Primer zu einer Sequenz auf dem
3'—>5 DNA-Matrizenstrang. Die fur die Anlagerung benétigte Annealing-
Temperatur ist abhangig von der Lange und dem G-C-Gehalt der Primer und
liegt in der Regel zwischen 50°C und 60°C. Die Primer dienen als Startstlck fur
eine hitzestabile DNA-abhangige DNA-Polymerase, die Tag-DNA-Polymerase,
welche aus dem thermophilen Bakterium Thermophilus aquaticus gewonnen
wurde. Die  Tag-DNA-Polymerase  beginnt  bei Erreichen  der
Elongationstemperatur (in der Regel zwischen 68°C und 72°C) aus zugesetzten
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTP) den komplementaren DNA-Strang zu
synthetisieren. Die standige Wiederholung dieses Zyklus bewirkt eine
exponentielle Vermehrung des ausgewahlten DNA-Stranges. Dabei dient der
jeweils neu synthetisierte DNA-Strang als Matrize fiir die ndchste Amplifikation.
Nach einer gewissen Anzahl von Wiederholungen ist die Séattigung erreicht, so
dass kein exponentielles Wachstum mehr stattfindet. Dieses Stagnieren beruht
auf der abnehmenden Konzentration der bendtigten Substrate und der
nachlassenden Funktionstichtigkeit der Tag-DNA-Polymerase.

3.3.4.2 Oligonukleotid-Primer

Dankenswerter Weise wurden die Primer (Tabelle 1) von Dr. rer. nat. Karin

Loser zur Verfligung gestellt. Die Primer wurden mit Primer Express 2.0 unter
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Verwendung der in der Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov angegebenen

cDNA-Sequenzen designt und von der Firma Biozym synthetisiert.

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer und

Referenzkennungen von TLRs

Primer Sequenz

IL-6 Stromaufwérts: 5-AGC CAC TCA CCT CTT CAG AAC G-3°
Stromabwérts: 5-GGT TCAGGT TGT TTT CTG CCA G -3

IL-8 Stromaufwaérts: 5-CTT GGC AGC CTT CTT GAT TTC-3°
Stromabwarts: 5-TTC TGT GTT GGC GCA GTG TG-3°

mCXCL-2 Stromaufwarts: 5°-AGT GAA CTG CGC TGT CAA TGC-3°
Stromabwarts: 5°-AGG CAA ACT TTT TGA CCG CC-3°

mTLR 4 Stromaufwaérts: 5°-ACC AGG AAG CTT GAA TCC CTG-3°

TLR 1 (NM 030682.1)

TLR 2 (NM 011905)

TLR 3 (NM 126166)

TLR 4 (NM 021297)

TLR 5 (NM 016928.2)

TLR 6 (NM 011604)

TLR 7 (NM 133211)

TLR 8 (NM 133212)

TLR 9 (NM 031178)

3.3.4.3 PCR-Amplifikation

Stromabwarts: 5'-GAG GTG GTG TAA GCC ATG CC-3°
Stromaufwarts: 5'-GGA TGT GTC CGT CAG GAC TA-3’
Stromabwarts: 5°-TGT AAC TTT GGG GGA AGT TG-3°
Stromaufwarts: 5°-CAG ACG TAG TGA GCG AGC TG-3°
Stromabwarts: 5°-GGC ATC GGA TGA AAAGTG TT-37
Stromaufwarts: 5-GAG GGC TGG SGG ATC TCT TT-3°
Stromabwarts: 5-TGC CTC AAT AGC TTG CTG AA-3
Stromaufwarts: 5-GCT TTC ACC TCT GCC TTC AC-3°
Stromabwarts: 5-CGA GGC TTT TCC ATC CAA TA-3°
Stromaufwarts: 5-GCT TTG TTT TCT TCG CTT CG-3°
Stromabwarts: 5°-ACA CCA GCT TCT GGATGG TC-3°
Stromaufwarts: 5°-GCA ACA TGA GCC AAG ACA GA-3
Stromabwarts: 5-GTT TTG CAA CCG ATT GTG TG-3
Stromaufwarts: 5 -ATT CAG AGG CTC CTG GAT GA-3°
Stromabwarts: 5-AGG GAT GTC CTA GGT GGT GA-3°
Stromaufwarts: 5-TCC TGG GGA TCA AAA ATC AA-3°
Stromabwarts:5-AAG GTG GTA GCG CAG TTC AT-5
Stromaufwarts: 5°-ACC CTG GTG TGG AAC ATC AT-3°
Stromabwarts: 5°-GTT GGA CAG GTG GAC GAA GT-3°

Aufgabe war es, die DNA-Sequenzen der Toll-like Rezeptoren zu amplifizieren.

Zunéachst wurde ein Mastermix hergestellt, bestehend aus 15,9ul Aqua dest.,
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5ul 5x Green Reakt.-Buffer, 1ul dNTP-Mix, 1ul FW- und RW-Primer und 0,125pl
Go Tagq. 24pl des Mastermixes wurden mit 1ul cDNA versetzt, die entweder aus
den PAM 212 Zellen oder aus mit LPS stimulierten, knochenmarksgenerierten
dendritischen Zellen extrahiert wurde. Entsprechend der spezifischen
Reaktionsbedingungen der Oligonukleotid-Primer (siehe Tabelle 3) wurde der

Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) programmiert und gestartet.

Tabelle 3: Amplifizierungsprotokoll und Lidngen der PCR-Produkte der
Toll-like Rezeptoren

Produkt GroBe Zyklen Denaturierung Annealing  Elongation
TLR 1 337bp 1 94°C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 66°C/1min 72°C/1min
TLR 2 387bp 1 94°C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 68°C/1min 72°C/1min
TLR 3 347bp 1 94 °C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 62°C/1min 72°C/1min
TLR 4 358bp 1 94 °C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 68°C/1min 72°C/1min
TLR 5 339bp 1 94 °C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 54°C/1min 72°C/1min
TLR 6 346bp 1 94°C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 66°C/1min 72°C/1min
TLR7 255bp 1 94 °C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 68°C/1min 72°C/1min
TLR 8 300bp 1 94 °C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 60°C/1min 72°C/1min
TLR 9 338bp 1 94 °C/4min 72°C/5min
35 94°C/1min 60°C/1min 72°C/1min

3.3.4.4 Elektrophorese

Die Elektrophorese beschreibt die Wanderung geladener Teilchen in einem
elektrischen Feld. Je nach Ladung und GréBe wandern die Teilchen auf dem
Gel entsprechend weit, so dass ein Substanzgemisch, das aus
unterschiedlichen Komponenten besteht, aufgetrennt wird. Bei Nukleinsauren
wurden horizontale Agarosegelelekirophoresen (3.3.4.4.1) durchgefihrt.
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Proteingemische wurden in vertikalen SDS-Polyacrylamid-Gelen (siehe 3.4.3)

aufgetrennt.

3.3.4.4.1 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden negativ geladene Nukleinsauren, je
nach GréBe und Konformation und daraus resultierender
Wanderungsgeschwindigkeit, im elektrischen Feld voneinander getrennt. Die
Konzentration des Gels wird durch die PorengréBe bestimmt, durch welche die
Nukleinsauren hindurchwandern mussen. Niedermolekulare Nukleinsauren
wandern schneller, da ihnen ein geringerer Widerstand durch die PorengrdBe
entgegen gesetzt wird.

Zur Herstellung eines Agarosegels wurde Agarose (Sigma Aldrich, Minchen,
Deutschland) mit 1x TAE-Puffer, bestehend aus 20ml TAE (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) und 980ml Aqua dest., gemischt und so lange erhitzt,
bis alle Kristalle gelést und eine homogene Flissigkeit entstanden war.
AnschlieBend wurden 5ul Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in eine
Gelelektrophoresekammer  (BioRad  Laboratories =~ GmbH,  Mdinchen,
Deutschland) gegossen. Durch Einsetzen eines Kammes in die noch flissige
Agarose bildeten sich nach dem Ausharten Taschen, auf denen die Proben
aufgetragen werden konnten. Das Ethidiumbromid lagert sich zwischen die
Basen der Nukleinsduren. Nach Anregung mit UV-Licht wird der entstandene
Ethidiumbromid-Nukleinsaure-Komplex als leuchtende Bande sichtbar. Nach
der Aushartung wurde das Gel mit 1xTAE-Puffer bedeckt, der Kamm entfernt
und die Proben aufgetragen. Zusétzlich zu den Proben wurde der Marker
GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
aufgetragen, wodurch beim Vergleich mit den Proben auf die relative GréBe der
DNA-Sequenz geschlossen werden konnte. Der Lauf erfolgte bei 80V flr ca. 1
Stunde. Nach hinreichender Auftrennung der Banden wurde das Gel zur
Dokumentation auf einen UV-Transilluminator (Biostep GmbH, Jahnsdorf,
Deutschland) gelegt und mit einer Fotodokumentationsanlage (Intec,
Albershausen Deutschland) fotografiert. Um die korrekte und exakte GréBe der
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DNA-Sequenzen zu bestimmen, wurden die Ergebnisse anschlieBend mit den
vorgeschriebenen GréBen auf der Webseite www.ncbi.nim.nih.gov/blast/ verglichen.

3.3.4.5 Quantitative real-time PCR

Bei der ,real-time“-PCR wird nicht das Endprodukt, sondern die zunehmende
Menge der PCR Produkte wahrend des Verlaufs der Reaktion gemessen.
Durch den Einsatz interkalierender Farbstoffe, die spezifisch an
doppelstrangige DNA binden und nach Bestrahlung mit UV-Licht fluoreszieren,
kann die Menge der wahrend der PCR synthetisierten DNA gemessen werden.
Da die Menge an doppelstrangiger DNA im Verlauf einer PCR zunimmt, kann
von Zyklus zu Zyklus mehr Farbstoff gebunden werden und folglich mehr
Fluoreszenz entstehen. Tragt man die Zunahme der Fluoreszenz gegen die
Zykluszahl in einem Graphen auf, kann der Verlauf der DNA-Synthese wahrend
der PCR verfolgt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der interkalierende Farbstoff SYBR-Green
(absolute™ gPCR SYBR-Green® MIX, ABgene, United Kingdom) verwendet.
Der Farbstoff wird durch einen Laser zur Fluoreszenz einer bestimmten
Wellenlange angeregt, die wiederum von einer Fotozelle detektiert wird. Die
Spezifitadt wird anhand einer Dissotiationskurve Uberprift, indem das PCR
Produkt nach dem letzten Zyklus durch langsame Erhitzung bis zum
Schmelzpunkt denaturiert wird. Dadurch lassen sich die Langen der PCR
Produkte sowie die Spezifitit der Reaktion bestimmen. Fir die Amplifikation
des sogenannten housekeeping Gens GAPDH wurde die cDNA 1:200 und flr
die Zielgene 1:5 verdinnt. Pro Template wurde ein Mastermix entsprechend
Tabelle 4 hergestellt. Die Amplifikation (Tabelle 5) wurde in Duplikaten im 7300-
Real-Time PCR System (applied Biosystem, Weiterstadt, Deutschland)
durchgefihrt.
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Tabelle 4: Mastermix

Reagenzien Volumen
cDNA 10ul
Forward Primer 0,4l
Reverse Primer 0,4l
SYBR-Green Mastermix, enthalt SYBR® Green Dye |, Thermo-Start® 20ul

DNA Polymerase, dNTPs und Puffer

DEPC-Aqua bidest. 9,2ul
Endvolumen 40ul
Tabelle 5: Real-time PCR Programm

Schritt Aktion Inkubationszeit  Temperatur
1. 2 Min 50°C

2. Denaturierung 15 Min 95°C

3. Denaturierung 15 Sek 95°C

4, Anlagerung 60 Sek 60°C

5. 40 Zyklen von Schritt 2-3

6. Denaturierung 15 Sek 95°C

7. Anlagerung 30 Sek 60°C

8. Denaturierung 15 Sek 95°C
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3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Praparation von Proteinen mit der Hot Lysis Methode

Die Hot Lysis Technik stellt eine Methode der Proteingewinnung dar. Hierfir
wurden zunichst je 2x10°/ml PAM 212 Zellen bzw. HaCaT Zellen auf 12 well
Platten (Flacon BD, Heidelberg, Deutschland) ausgesat. 24 Stunden spater
wurde das Kulturmedium aspiriert und nach kurzem Waschen mit PBS durch
0% Medium ersetzt. Am darauf folgenden Tag erfolgte die Stimulation. Nach
Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellen mit gekihltem PBS gewaschen
und mit 35ul 1xSDS-Probenpuffer versetzt, der vorab auf 95°C erwarmt wurde.
Dieser setzte sich aus 1 ml 2xSDS-Probenpuffer (siehe Tabelle 6) und 100ul
Betamercaptoethanol zusammen, die 1:1 mit Wasser verdiinnt wurden. Durch
Zugabe des 1xSDS-Probenpuffers kam es zur Denaturierung der Proteine. Das
nun zahflissige Lysat wurde aufgenommen und in ein Eppendorf
ReaktionsgefaBe Uberfihrt. Nach flinfminGtigem Ultraschallen in einem
Wasserbad wurden die Proben fir 8 Minuten bei 95°C inkubiert und
anschlieBend auf Eis abgekulhlt. Bis zum Gebrauch wurden die Proben bei -
20°C gelagert.

Tabelle 6: Bestandteile 2x SDS-Ladepuffer

100mM TRIS pH 6,8 — 1 mlvon 1M Stammlésung

4% SDS — 4 ml von 10%iger Stammlésung
0,2% Bromphenol-Blau — 0,029

20% Gycerol — 2 ml von 100%iger Stammldsung

Auf 10 ml Wasser auffillen
Im Wasserbad bei 42°C 16sen

+ 10% B-Mercaptoethanol frisch dazugeben

3.4.2 Nachweis von Proteinen mit Hilfe des Western-Blots

Mit Hilfe des Western Blots kénnen Proteine nach Ubertragung auf eine
Tragermembran durch anschlieBende Antikérperbindung nachgewiesen

werden.
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Vor dem eigentlichen Western Blot wird ein Proteingemisch mit Hilfe einer Gel-
Elektrophoresetechnik in einer Tragermatrix (z.B. SDS-Page) entsprechend
ihrer GréBe, Ladung oder anderer Eigenschaften aufgetrennt. Beim
anschlieBenden Blotten wird ein senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches
Feld angelegt, so dass die Proteine aus dem Gel auf eine Membran (z.B.
Nitrocellulose) wandern. An der Membranoberflache bleiben sie aufgrund
hydrophober  Wechselwirkungen  haften, wobei das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten bleibt. Die Proteinbanden kénnen nun
auf der Membran mittels spezifischer Antikérper identifiziert werden.

3.4.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli

Durch die vertikale Plattenelektrophorese werden Proteine nach der Methode
von Laemmli (1970) in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen analysiert.
Das Gel setzt sich aus einem groBporigen Sammelgel und einem kleinporigen
Trenngel zusammen. Die Konzentration des Gels wird anhand der GréBe der
zu untersuchenden Proteine bestimmt. Als Elektrophoresepuffer dient ein Tris-
Glycin-Puffer. Die Proteine bewegen sich zwischen den schneller wandernden
Chlorid-lonen des Sammelgelpuffers und den langsamer wandernden Glycin-
lonen des Elektrophoresepuffers und werden dadurch in engen Banden im
Sammelgel fokussiert. Wandern die Proben in das Trenngel ein, welches
zusatzlich zur geringeren PorengréBe eine héhere Salzkonzentration und einen
héheren pH-Wert besitzt, werden die Proteine entsprechend ihrer molekularen
GrbéBe getrennt. Mit Hilfe von Markern, die auf dem Gel aufgetragen werden,
kénnen die Molekulargewichte der Proteine ermittelt werden.

Zunéachst wurde das Trenngel entsprechend Tabelle 7 hergestellt und zwischen
zwei mit Ethanol gereinigten Glassplatten gegossen, die in einem GieBstand
eingespannt waren. Das Trenngel wurde nach dem GieBen mit 700ul Butanol
Uberschichtet, um einer Verdunstung entgegenzuwirken und einen glatten
Geloberrand zu erzeugen, der durch den Kapillareffekt behindert wird. Nach
vollstandiger Aushartung des Gels wurde das Butanol abgegossen und ein
Plastikkamm eingesetzt, der die Taschen flr die Proben bildete. Danach wurde
das Trenngel blasenfrei mit dem Sammelgel (siehe Tabelle 7) Uberschichtet.
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Nach vollstandiger Polymerisation des Sammelgels wurden die Gelhalter aus
dem GieBstand entfernt und in eine Elekirophoresekammer (BioRad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) gestellt, die mit einem Laufpuffer
aufgefillt wurde. Der Laufpuffer setzte sich aus 80ml 5x Tris-Glycin, 4ml 10%
SDS und 316ml Wasser zusammen. Das 5x Tris-Glycin wurde vorab aus 75,59
TRIS und 470ml Glycin, die auf 5 | Wasser aufgefillt wurden, angesetzt und
autoklaviert. AnschlieBend wurden die Kdmme entfernt und 10ul der jeweiligen
Probe mit Hilfe von Gelloader Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) aufgetragen. Zuséatzlich zu den Proben wurden auf jedem Gel 6yl
des Markers Page Ruler Pot Ruler (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100V durchgefihrt, bis die
Bromphenolblau-Bande am unteren Rand des Gels angekommen war.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir Trenn- und Sammelgel

Komponenten Trenngel (10%) Sammelgel (5%)
H,O 4,0 ml 1,4 ml

30% Acrylamid mix 3,3 ml 0,33 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 mi

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,25 ml

10% SDS 0,1 ml 0,02 ml

10% Ammonium persulfat 0,1 ml 0,02 ml

TEMED 0,004 ml 0,002 ml

3.4.2.2 Blotting

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose Membran
(Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland) transferiert. Zunachst wurde
der Blotting Puffer, bestehend aus 100ml 5x Tris-Glycin, 100ml Methanol und
300ml Wasser, angesetzt. AnschlieBend wurde das Gel vorsichtig von den
Glasscheiben geldst, das Sammelgel abgetrennt und verworfen und das
verbliebene Trenngel zusammen mit zurechtgeschnittenen Whatman®-Papier-
Streifen (Whatman GmbH, Dassel Deutschland) und der Nitrocellulose
Membran im Blotting Puffer &quilibriert. Drei Lagen Whatman®-Papier, die

Nitrocellulose-Membran, das Gel und drei weitere Lagen Whatman®-Papier
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wurden in der Blotting Kammer (Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Ubereinander geschichtet. Dabei war darauf zu achten, dass die Filterpapiere,
die Membran und das Gel exakt aufeinander lagen, so dass der Strom durch
die gesamte Flache des Blots flieBen konnte. Eventuell auftretende Luftblasen
wurden zur Gewahrleistung eines erfolgreichen Transfers vorsichtig

ausgestrichen. Der Elektrotransfer erfolgte bei 50A pro Gel fir eine Stunde.

3.4.2.3 Blocking

Nach dem Transfer wurde die geblottete Membran 5 Minuten mit TBS-T
gewaschen und anschlieBend mit dem Blocking Puffer, bestehend aus 5%igem
Magermilchpulver in TBS-T, fur eine Stunde inkubiert, um freie Bindungsstellen
auf der Membran zu blockieren. AnschlieBend wurde der Erstantikbrper mit
dem Blocking Puffer auf den Blot gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als
Erstantik6rper wurden die Phospho-p44/42 MAPK, die Phospho-p38 MAPK
(beide Cell signalling, Boston, USA) und der (-Aktin Antikdrper verwendet,
welche in dem Blocking Puffer 1:2000, 1:1000 und 1:2000 verdinnt wurden. Am
folgenden Tag wurde der Blot dreimal fur je 5 Minuten mit TBS-T gewaschen
und der Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper, welcher gegen die Spezies
des jeweiligen Erstantikérpers gerichtet war, nach vorheriger 1:2000-facher
Verdinnung im Blocking Puffer, auf den Blot gegeben. Nach 1 '2-stindiger
Inkubation bei Raumtemperatur folgten drei Waschvorgange mit TBS-T fur 10
Minuten. Zuletzt wurde die Membran fiir 5 Minuten mit dem ECL-
Chemiluminescent-Reagent (Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland)
inkubiert, der kurz vorher entsprechend der Herstellerangaben vorbereitet
wurde. Dieses Reagenz aktiviert die an dem zweiten Antikérper gekoppelte
Peroxidase, wodurch Licht der Wellenlange 428nm ausgesendet wird. Danach
wurde in der Dunkelkammer flr 15-30 Minuten ein Film auf die Membran gelegt

und dieser entwickelt.
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4 Ergebnisse

4.1 TLR-Genexpression auf Keratinozyten

4.1.1 Untersuchungen an unstimulierten Zellen

Zunachst wurde an der unstimulierten Keratinozytenzelllinie PAM 212 die TLR-
Expression charakterisiert. Die Zellen wurden bis zur 80-90%igen Konfluenz
herangezogen. Es folgte die Isolierung der Gesamt-RNA und eine
anschlieBende Reverse Transkription in cDNA. Die cDNA wurde mit Hilfe von
Primern, die gegen die DNA-Sequenzen der TLRs 1-9 gerichtet waren, in der
PCR amplifiziert. AnschlieBend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung in
einem Agarosegel. Als Kontrolle wurde die cDNA LPS-stimulierter
knochenmarksgenerierter dendritischer Zellen verwendet. Als Negativkontrolle
diente Wasser und die RNA der PAM 212 Zellen.

Abbildung 1 zeigt, dass die Zellen die TLRs 1 und 4 deutlich, TLR 2 maBig und
TLR 6 schwach exprimieren. Die TLRs 3, 5, 7, 8 und 9 wurden, wie in
Abbildung 2 erkennbar, nicht in den Zellen exprimiert.

Durch Vergleich der Banden mit dem Gene-Ruler konnte auf die relative Lange
geschlossen werden. Darlber hinaus wurden die Banden mit der in der
Datenbank http:/www.ncbi.nlm.nih.gov angegebenen Lange der cDNA

verglichen.

Eine Untersuchung der TLR-Expression in unstimulierten HaCaT-Zellen erfolgte
nicht, da die Expression der TLRs 2, 3, 4, 5 und 10 schon in der Literatur
beschrieben war [170].
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Abbildung 1. Expression von Toll-like Rezeptoren in muriner

Keratinozytenzelllinie PAM 212.

Mittels RT-PCR wurden die DNA-Abschnitte der TLRs 1 (A), 2 (B), 4 (C) und 6 (D) amplifiziert
und anschlieBend in einem Agarosegel aufgetrennt. Als Kontrolle wurde die cDNA LPS-
stimulierter knochenmarksgenerierter dendritischer Zellen, als negative Kontrolle Wasser und
die RNA der PAM 212 verwendet. Dreimalige Wiederholungen des Versuches zeigten dhnliche

Ergebnisse.

35



— Ergebnisse —

400 bp
300 bp

«TR3 obp

300 bp
200 bp

200 bp

<«TLR7  400bp
300bp <« TLR8

200bp

500 bp
400 bp

300 bp

Abbildung 2. fehlende Expression der TLR 3, 5, 7, 8 und 9 in muriner
Keratinozytenzelllinie PAM 212.

Die RNA der PAM 212 Zellen wurde nach der Transkription in cDNA mittels Primer, die gegen
die DNA-Sequenzen der Toll-like Rezeptoren 3 (A), 5 (B), 7 (C), 8 (D) und 9 (E) gerichtet sind,
amplifiziert und in einem Agarosegel aufgetrennt. Als Kontrollen dienten auch hier die cDNA
LPS-stimulierter knochenmarksgenerierter dendritischer Zellen und die RNA der PAM 212

Zellen. Auch dieser Versuch wurde dreimal wiederholt und wies das gleiche Ergebnis auf.
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4.1.2 Der Einfluss von Entziindungsstimuli auf die TLR 4 Expression

In einem zweiten Versuch wurde nach dem Einwirken von Entziindungsstimuli
die Expression der TLR 4 mRNA in den PAM 212 Zellen quantitativ bestimmt.
Die Zellen wurden hierfur mit LPS (500ng/ml) und IL-1 (10ng/ml) flir sechs bzw.
zwolf Stunden stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Nach RNA
Praparation und reverser Transkription wurde die Genexpression der TLR 4
mRNA mittels real-time PCR bestimmt.

Wie in Abbildung 3 ersichtlich, war nach sechsstiindiger Stimulation
festzustellen, dass IL-1 und LPS zu einer ca. 7-fach erhdhten Genexpression
der TLR 4 mRNA flhrten. In Relation zur Kontrolle war nach zwdlfstindiger
Stimulation keine erhéhte Genexpression mehr nachweisbar.
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Abb 3: Expression von TLR 4 mRNA nach sechsstiindiger Stimulation mit
IL-1 und LPS.

Nach sechsstiindiger Stimulation mit IL-1 bzw. LPS, anschlieBender RNA-Prédparation und
reverser Transkription wurde quantitativ in der real-time PCR die Expression der TLR 4 mRNA
bestimmt. Zu beachten sei die unterschiedliche Skalierung. Das Ergebnis lieB sich in drei

Wiederholungen des Versuches bestétigen.
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4.2 Funktionelle Wirkung von TLRs

Um nun nicht nur die Expression der TLRs, sondern auch deren funktionelle
Wirkung nachzuweisen, wurde in den folgenden Versuchen die Aktivitat
typischer Proteine der TLR Signalkaskade sowie die Expression

proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit TLR-Liganden bestimmt.

4.2.1 TLR-Liganden modulieren die Expression inflammatorischer Zytokine

Mit diesem Versuch wurde durch quantitative Bestimmung der
Zytokinexpression (IL-8, IL-6 und CXCL-2) untersucht, ob eine TLR-vermittelte
Entziindungsreaktion auf Zytokinebene nachweisbar ist.

4.2.1.1 Expression von Zytokinen in humanen HaCaT Zellen

In den HaCaT Zellen wurde die Expression der Zytokine IL-8 und IL-6 verifiziert.
Da bereits die Expression der TLRs 2, 3, 4, 5 und 10 in HaCaT Zellen
beschrieben wurde, dienten die Liganden IL-1 (10ng/ml), Flagellin (1pg/ml),
LPS (500ng/ml), PamsCys (5ug/ml) und Poly (l:C) (20ug/ml) als
Entziindungsstimuli. Nach sechsstlindiger Stimulation, RNA-Préaparation und
reverser Transkription erfolgte die quantitative Untersuchung der IL-6 und IL-8
Transkriptate mittels real-time PCR. Die Ergebnisse wurden zu einer
unstimulierten Kontrolle in Relation gesetzt.

Abbildung 4 zeigt, dass alle Stimulantien, wenn auch unterschiedlich stark, zu
einer erhéhten Expression von IL-6 mRNA in den HaCaT Zellen fihren. Poly
(I:C) stellte mit einer ca. 120-fach erhdhten Expression den starksten
induzierenden Liganden dar. Die Stimulationen mit IL-1, Flagellin und Pam3Cys
fihrten zu einer ca. 4- bis 5-fachen Erhéhung der Expression im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Die Inkubation mit LPS hingegen bewirkte nur einen
maBigen 1,6-fachen Anstieg der IL-6 Expression.
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Abbildung 4: Expression von IL-6 mRNA nach Inkubation mit den
Stimulantien in Relation zur unstimulierten Kontrolle.

Mittels real-time PCR wurde nach der Stimulation mit diversen Liganden die Expression von IL-
6 mRNA in den HaCaT Zellen bestimmt. Die Versuche wurden in Duplikaten durchgefiihrt.
Gezeigt ist ein exemplarischer Versuch von Dreien mit &hnlichem Ergebnis. Zu beachten sei die
unterschiedliche Skalierung.

Auch bei Untersuchung der IL-8 mRNA (Abb. 5) fiel auf, dass alle Stimulantien
induzierend auf die Genexpression wirkten. Es zeigte sich ein starker Anstieg
(ca. 130-fach) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nach Stimulation mit IL-
1. Poly (I:C) flhrte zu einer ca. 55-fachen und Flagellin zu einer ca. 42-fachen
Erhdhung der IL-8 mRNA. Nach Inkubation mit Pam3;Cys kam es zu einer ca.
15-fach erhdhten Expression von IL-8 mRNA. Als schwéachster Induktor stellte
sich LPS mit einer ca. 1,7-fach erhéhten Expression heraus.
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Abbildung 5: Expression von IL-8 mRNA nach Stimulation mit den
Liganden im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

Nach der Stimulation mit den oben genannten Liganden erfolgte die quantitative Bestimmung
der Expression von IL-8 mRNA in den HaCaT Zellen. Auch hier wurden die Ergebnisse in
Duplikaten gemessen. Die Abbildung spiegelt drei Versuche mit dhnlichem Resultat wider. Zu

beachten sei auch hier die unterschiedliche Skalierung.

4.2.1.2 Expression von Zytokinen in PAM 212 Zellen

In den PAM 212 Zellen wurde die Expression des Chemokins CXCL-2 (murines
Gro-a Analogon) untersucht. Nach vorheriger sechsstiindiger Stimulation mit IL-
1 (10ng/ml), LPS (500ng/ml) und PamzCys (5ug/ml) und anschlieBender
reverser Transkription erfolgte die Amplifikation und quantitative Bestimmung
der Transkriptate mittels real-time PCR.

Abbildung 6 zeigt, dass LPS eine etwa 5-fache Erhdhung der CXCL-2-mRNA
Expression induzierte. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle fihrte PamzCys
zu einer ca. 4-fach erhdhten Expression von CXCL-2-mRNA. Nach Stimulation

mit IL-1 kam es hingegen nur zur Verdopplung der CXCL-2 Expression.

40



— Ergebnisse —

6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1,0

N-fache Expression von CLCX2 mRNA

0,0

IL-1 - + - -
LPS - - + -
Pam.Cys - - = +

Abbildung 6: Expression von CXCL-2 mRNA in den PAM 212 Zellen

Nach sechsstiindiger Stimulation mit IL-1, LPS bzw. Pam;Cys, RNA Prédparation und reverser
Transkription erfolgte die quantitative Bestimmung der CXCL-2 mRNA in Duplikaten. Gezeigt ist

ein exemplarischer Versuch von Zweien mit ibereinstimmendem Ergebnis.

4.2.2 TLR-induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nf-kB

In diesem Versuch wurde Uberprift, ob nach Stimulation mit den TLR-
spezifischen Liganden eine Nf-kB-Translokation in den Zellkern und damit eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors stattfindet.

Die PAM 212 Zellen bzw. die HaCaT Zellen wurden mit LPS (500ng/ml),
Flagellin (1ug/ml), Poly (I:C) (20ug/ml) und PamsCys (5ug/ml) fir 30 Minuten
stimuliert. Als Positivkontrolle wurde jeweils ein well mit murinem bzw.
humanem IL-1 (10ng/ml) inkubiert. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte
Zellen. Um eine spezifische Bindung des zweiten Antikdrpers an den ersten
nachzuweisen und eine Eigen-Fluoreszenz auszuschlieBen, wurden zwei wells
nicht mit dem ersten bzw. dem ersten und zweiten Antikérper inkubiert. Der

unter Kapitel 3.2.1 beschriebene Versuchsablauf wurde eingehalten. Durch den
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Vergleich der Alexa Fluor® 488 Farbungen mit der Zellkernfarbung DAPI
konnte die Lokalisation des Transkriptionsfaktors Nf-kB ermittelt werden.

Bei Untersuchung der PAM 212 Zellen (siehe Abbildung 7) wurde deutlich, dass
abgesehen von IL-1 keiner der angewendeten Stimulantien eine Nf-kB-
Translokation in den Zellkern induzieren konnte. Beim Vergleich der Farbungen
war erkennbar, dass sich der Transkriptionsfaktor im Zytosol bzw. an der
auBeren Membran des Nukleus befand.

FITC DAPI FITC DAPI

Unstimuliert murines IL-1 (10ng/ml)

| - | - - -
Flagellin (Tpg/ml) LPS (500ng/ml)
- - | - -

Poly (I:C) (20pg/ml) Pam;Cys (5pug/ml)

Abbildung 7: Immunhistologische Untersuchung der Nf-kB-Translokation
nach der Stimulation mit TLR-spezifischen Liganden in der
Keratinozytenzelllinie PAM 212.

Nach 30-mindtiger Stimulation mit Flagellin (E, F), LPS (G, H), Poly I:C (I, J) und PamsCys (K,
L), wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit Methanol permeabilisiert. Die
Detektion von Nf-kB erfolgte (ber den Antikérper Nf-kB p65, welcher durch den FITC
konjugierten Sekunddrantikérper Alexa Fluor® 488 (A, C, E, G, I, K) gebunden wurde. Zur
genauen Lokalisation des Zellkerns wurde eine Farbung mit DAPI (B, D, F, H, J, L) angefertigt.
Als Negativkontrolle wurden unstimulierte (A, B), als Positivkontrolle mit IL-1 stimulierte Zellen

(C, D) verwendet. Der Versuch wurde fiinf Mal mit demselben Ergebnis wiederholt.
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Hingegen war bei der Untersuchung der HaCaT-Zellen (Abbildung 8) nach
Stimulation mit Flagellin eine klare Translokation von Nf-kB ersichtlich. Alle
weiteren Liganden induzierten jedoch auch in den HaCaT Zellen keine
Translokation.

FITC DAPI FITC DAPI

LPS (500ng/ml)
L

Poly (I:C) (20pg/ml) Pam ;Cys (5pug/ml)

Abbildung 8: Nf-kB-Translokation nach der Stimulation mit TLR-
spezifischen Liganden in der Keratinozytenzelllinie HaCaT.

Nach 30-mindtiger Stimulation mit Flagellin (E, F), LPS (G, H), Poly I:C (I, J) und PamsCys (K,
L), wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem Erstantikérper Nf-kB p65 inkubiert.
Dieser wurde durch den Zweitantikérper Alexa Fluor® 488 gebunden (A, C, E, G, I, K). Zur
genauen Lokalisation des Nukleus wurde eine Zellkernfdrbung mit DAPI (B, D, F, H, J, L)
angefertigt. Als Negativkontrolle wurden unstimulierte (A, B), als Positivkontrolle mit IL-1
stimulierte Zellen (C, D) verwendet. Gezeigt ist ein exemplarischer Versuch von Dreien mit

identischem Ergebnis.

4.2.3 TLR-Liganden aktivieren die MAP-Kinasen p38 und ERK 1/2

Um eine funktionelle Signaltransduktion von Toll-like Rezeptoren nachweisen
zu kdnnen, wurden mit Hilfe des Western Blots die Aktivierungszustande der
MAP-Kinasen p38 und ERK 1/2 untersucht.
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Zunéchst erfolgte die Untersuchung an den PAM 212 Zellen. Die Zellen wurden
24 Stunden nach der Aussaat fur 30 Minuten mit LPS (500ng/ml), Flagellin
(1pg/ml), Poly (I:C) (20ug/ml), PamsCys (5ug/ml) und IL-1 (10ng/ml) stimuliert.
Die Proteine wurden mit Hilfe der Hot Lysis Methode gewonnen, entsprechend
der Methode nach Laemmli in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Detektion von
ERK 1/2 und p38 erfolgte Uber Phospho-p44/42 MAPK und Phospho-p38 MAP
Kinase (Cell Signaling Technology).

Wie in Abbildung 9 anhand der deutlichen Bande der unstimulierten Kontrolle
ersichtlich, liegt in den PAM 212 Zellen eine Grundaktivitat von ERK 1/2. Die
Stimulationen mit LPS, Flagellin und Poly (I:C) scheinen diese Grundaktivitat zu
inhibieren. Pam3Cys scheint leicht stimulierend auf die Aktivitat der MAP-
Kinasen ERK 1/2 zu wirken. Ebenso erhéht IL-1, wenn auch nur moderat, die
Phosphorylierung von ERK 1/2 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.
Untersuchungen hinsichtlich einer méglichen TLR-induzierten Aktivierung von

p38 lieferten keine Ergebnisse.

Spur 1 2 3 4 5 6
P-ERK s s = o
B-ACTIN  —_——t— —— —
LPS - + - - - -
Flagellin - -+ - - -
Polyl€¢ - - - 4+ - -
Pam,;Cys - 5 = = & =
-1 - - - - - %
Abbildung 9. Protein Expression von ERK 1/2 in der Keratinozytenzelllinie
PAM 212.
Die Zellen wurden fir 30 Minuten mit den Liganden stimuliert. Die Detektion von
ERK1/2 erfolgte (ber Phospho-p44/42 MAPK. Die Bestimmung von (-Actin wurde zur

Uberpriifung gleicher Proteingehalte durchgefiihrt. Der Versuch wurde ein zweites Mal
wiederholt und zeigte ein &hnliches Ergebnis.
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Im Anschluss wurden die HaCaT Zellen im Hinblick auf eine TLR-induzierte
Aktivierung der MAP-Kinasen untersucht. Auch bei diesem Versuch wurden die
Zellen mit LPS (500ng/ml), Flagellin (1pg/ml), Poly (I:C) (20ug/ml), PamsCys
(5pug/ml) und IL-1 (10ng/ml) fGr 30 Minuten stimuliert. Es wurde dem gleichen
Versuchsablauf gefolgt wie bei den PAM 212 Zellen. Wie in Abbildung 10A zu
erkennen ist, lag keine detektierbare Grundaktivitat von p38 in den HaCaT
Zellen vor. LPS, Poly (I:C) und Pam3Cys flhrten nach 30-minltiger Stimulation
nicht zur Phosphorylierung von p38. Flagellin und IL-1 hingegen schienen p38
zu aktivieren. Bei Untersuchung von ERK 1/2 (Abb. 10B) war eine leichte
Grundaktivitat in den HaCaT Zellen feststellbar. Die Stimulationen mit LPS und
Poly (I:C) schienen die Aktivitdat nicht maBgeblich zu verédndern. PamsCys
erzeugte eine leichte Erhéhung des Aktivierungsstatus von ERK 1/2. Ein
deutlich erhéhter Phosphorylierungsstatus war nach Inkubation mit Flagellin

und IL-1 erkennbar.

A B
Spur 1 2 3 4 5 6 Spur 1 2 3 4 5 6

BACHN - — i B ACTN -

LPS -+ - - - - LPS -+ - - - -
Flagellin - -+ - - - Flagellin - -+ - - .
Poly I:C = & = &% = - Poly I:C = = = s -
Pa m3Cys - - - S - Pa m3Cys = - - -+ -
=1 = = = = = < -1 = = = = =& &

Abbildung 10. Liganden-induzierte Aktivierung von ERK 1/2 und p38 in der
humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT.

Die Stimulationsdauer mit den angegebenen Substanzen betrug 30 Minuten. Die aktivierten
Proteine p38 (A) bzw. ERK 1/2 (B) wurden durch die Phospho-p38 MAP Kinase bzw. die
Phospho-p44/42 MAPK gebunden. Um gleichméBige Proteingehalte nachweisen zu kénnen,
erfolgte nach dem Strippen der Membran die Bestimmung von B-Aktin. Das dargestellte
Ergebnis lie3 sich nach dreimaliger Wiederholung des Versuches bestétigen.
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Nachfolgend wurde eine zeitkinetische Untersuchung des
Phosphorylierungsstatus von ERK 1/2 und p38 nach Stimulation mit LPS
(500ng/ml), PamsCys (5ug/ml) und Flagellin (1pg/ml) in den HaCaT Zellen
durchgefihrt (siehe Abb. 11). Die Stimulationszeiten betrugen 30 Minuten, 60
Minuten, 120 Minuten, 180 Minuten und 6 Stunden. Auch hier wurden die
Proteine mit der Hot Lysis Methode gewonnen, in einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Die Detektion von
ERK 1/2 und p38 erfolgte abermals durch die Antikérper Phospho-p38 MAP
Kinase bzw. Phospho-p44/42 MAPK.

Die Untersuchung ergab, dass LPS eine Phosphorylierung von p38 nach 180
Minuten und eine Aktivierung von ERK 1/2 nach 60 Minuten induzierte. Der
Aktivierungsstatus blieb tber die weitere Stimulationszeit relativ konstant. Nach
Stimulation mit PamsCys war eine verstarkte Aktivierung von p38 nach 180
Minuten sichtbar, die bis zum Maximum von 6 Stunden konstant blieb. Eine
Phosphorylierung von ERK 1/2 war nach 120 Minuten zu verzeichnen und
nahm bis zur maximalen Stimulationszeit stetig zu. Die Inkubation mit Flagellin
zeigte hingegen einen abnehmenden Aktivierungszustand von ERK 1/2 und
p38, wobei das Maximum der Aktivitdt bei 30-minutiger Stimulation lag. Nach
180 Minuten war kein Unterschied zur unstimulierten Kontrolle mehr sichtbar.
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Abbildung 11. Zeitkinetische Untersuchung der Aktivierung von p38 bzw.

ERK 1/2 in der Keratinozytenzelllinie HaCarT.

Die Zellen wurden entsprechend der Zeitangaben mit LPS (500ng/ml), PamsCys (5ug/ml) und
Flagellin (1ug/ml) stimuliert. Die Detektion von p38 bzw. ERK 1/2 erfolgte mittels der Antikérper
Phospho-p38 MAP Kinase bzw. Phospho-p44/42 MAPK, die anschlieBend durch einen
Peroxidase gekoppelten Antikérper gebunden wurden. Gezeigt ist ein exemplarisches Ergebnis

von drei Versuchen.

4.2.4 Modulation der Liganden-induzierten Expression von IL-8 mRNA nach
Inhibition von ERK 1/2 und p38 in den HaCaT Zellen

Da in den HaCaT Zellen die Flagellin-induzierte Aktivierung von ERK 1/2 und
p38 in den vorangegangenen Versuchen nachgewiesen werden konnte, galt es
nun den Einfluss der MAP-Kinasen auf die Zytokinexpression festzustellen.

FOr diesen Versuch wurden die Zellen 30 Minuten vor der eigentlichen
Stimulation mit dem ERK 1/2 Inhibitor PD 98059 bzw. dem p38 Inhibitor SB
203580 inkubiert. Nach anschlieBender sechsstindiger Stimulation mit
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Flagellin, RNA Praparation und reverser Transkription erfolgte die quantitative
Bestimmung der IL-8 mRNA.

Auch in diesem Versuch (Abb. 12) war zu erkennen, dass Flagellin im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle zu einer deutlich erhéhten Expression von IL-8
MRNA fuhrt. Durch Koinkubation mit den Inhibitor PD 98059 bzw. SB 203580
lieB sich die Flagellin-induzierte IL-8 Expression um ca. 20% bzw. 30%
inhibieren. Die Koinkubation beider Inhibitoren mit Flagellin bewirkte eine um
ca. 60% verminderte Expression von IL-8 mRNA. Somit scheinen die MAPK
ERK 1/2 und p38 wesentlich an der Flagellin-induzierten Produktion von IL-8
beteiligt zu sein.

20 1

18 1

2 A

N-fache Expression von IL-8 mRNA

o0

Flagellin - - -+ + +  +
PD 98059 - 2 g o= +  + =
SB203580 - + - - e +

Abbildung 12: Inhibition der Flagellin-induzierten Expression von IL-8
mRNA durch die MAP-Kinasen Inhibitoren PD 98059 und SB 203580.

30 Minuten vor der Stimulation mit Flagellin wurden die HaCaT Zellen mit den Inhibitoren PD
98059 und SB 203580 inkubiert. Die quantitative Expression von IL-8 mRNA wurde in

Duplikaten in der real-time PCR bestimmt. Gezeigt ist ein Versuch von Dreien mit dhnlichem
Ergebnis.
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4.3 Modulation der TLR-spezifischen Entziindungsreaktion durch die
cAMP-Signalkaskade

Nachdem vorab die Expression und die Funktionalitdt der TLRs bestimmt
wurde, galt es in den folgenden Versuchen den Einfluss der
immunmodulierenden Substanz cAMP auf die TLR-vermittelte
Entziindungsreaktion zu verifizieren. Die Wirkung von cAMP wurde durch das
Analogon db-cAMP sowie den Adenylatzyklaseaktivator Forskolin immitiert.

4.3.1 db-cAMP und Forskolin beeinflussen die TLR-induzierte
Zytokinexpression

Um den Einfluss von db-cAMP und Forskolin auf die TLR-induzierte
Zytokinexpression zu untersuchen, wurden beide Zelllinien fir 6 Stunden
sowohl einzeln mit db-cAMP (1000uM), Forskolin (10 pM) und diversen
Liganden (LPS (500ng/ml), Flagellin (1pg/ml), Poly (I:C) (20ug/ml), PamsCys
(5ug/ml)) als auch in den Kombinationen aus db-cAMP bzw. Forskolin und den
jeweiligen Liganden inkubiert. Nach RNA Praparation und reverser
Transkription in cDNA erfolgte erneut die quantitative Bestimmung der IL-6 und
IL-8 bzw. CXCL-2 und TLR 4 Transkriptate.

Bei Untersuchung der PAM 212 Zellen fiel auf, dass db-cAMP einen
stimulatorischen Effekt sowohl auf die CXCL-2 als auch auf die TLR 4
Expression hat. Hingegen kam es nach Inkubation mit Forskolin zu einer
verminderten Expression von CXCL-2 und TLR 4 im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Die Koinkubation mit den Liganden LPS und Pam3Cys
brachte hervor, dass db-cAMP und Forskolin eine inhibierende Wirkung auf die
LPS-induziete TLR 4 und die LPS- bzw. Pam;Cys-vermittelte CXCL-2
Expression auslbten. Diese Ergebnisse kdnnen jedoch nicht als gesichert
anerkannt werden, da die Versuche nicht hinreichend wiederholt worden sind.
Sie sollen daher eher eine Tendenz aufzeigen.

Die Untersuchung der HaCaT Zellen ergab, dass Forskolin und db-cAMP
keinen reproduzierbaren inhibitorischen oder stimulatorischen Einfluss auf die
Expression von IL-6 und IL-8 mRNA in ruhenden HaCaTs haben. In
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Kombination mit den Liganden (LPS, Poly (I:C), Flagellin und Pam3Cys) zeigte
sich allerdings, dass sowohl db-cAMP als auch Forskolin stimulierend auf die
Liganden-induzierte IL-6 Expression wirken. Die TLR-vermittelte IL-8
Expression schien hingegen durch db-cAMP und Forskolin inhibiert zu werden.
Die dargelegten Resultate spiegeln zwei Ubereinstimmende Ergebnisse von
drei Versuchswiederholungen wider. Daher kdnnen auch diese Ergebnisse
nicht als gesichert anerkannt werden und stellen nur Tendenzen dar. Lediglich
bei der Koinkubation von Flagellin mit db-cAMP bzw. Forskolin konnte ein
deutlich reproduzierbares Ergebnis ermittelt werden. So zeigten vier von flnf
Versuchen (Abbildung 13), dass db-cAMP und Forskolin die Flagellin-induzierte

Expression von IL-8 mRNA inhibieren.

20 1
18 1

16 1

12 1

10 1

2

N-fache Expression von IL-8 mRNA

o

Flagellin - + - - + +
db-cAMP - - + - + -
Forskolin - . - + - +

Abbildung 13: Inhibition der Flagellin-induzierten Expression von IL-8
mRNA durch db-cAMP und Forskolin.

Nach sechsstiindiger Stimulation mit Flagellin, db-cAMP und Forskolin wurde quantitativ die
Expression von IL-8 mRNA mittels der real-time PCR bestimmt. Die Messungen erfolgten in
Duplikaten. Gezeigt ist ein exemplarisches Ergebnis, welches sich in vier von finf

Versuchswiederholungen bestétigen lieB3.
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4.3.2 db-cAMP und Forskolin Gben keine Wirkung auf die TLR-induzierte Nf-kB
Translokation aus

Im Folgenden wurde mittels der indirekten Doppelimmunfluoreszenz untersucht,
ob eine Modulation der TLR-spezifischen Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Nf-kB durch db-cAMP bzw. Forskolin méglich ist. Da eine TLR-induzierte Nf-kB-
Translokation ausschlieBlich in den HaCaT Zellen und nur nach Stimulation mit
dem Liganden Flagellin detektiert werden konnte, beschrankt sich der Versuch
auf die humane Zelllinie und die Stimulation mit Flagellin. Die Zellen wurden
sowohl einzeln mit Flagellin (1pg/ml), db-cAMP (1000uM) und Forskolin (uM),
als auch in den beiden Kombinationen aus Flagellin und db-cAMP bzw.
Flagellin und Forskolin inkubiert. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte
Zellen. Nach der Fixierung mit Paraformaldehyd und anschlieBender
Permeabilisierung mit Methanol erfolgte die Detektion von Nf-kB Uber den
Antikdrper Nf-kB p65, welcher durch den FITC konjugierten Sekundarantikdrper
Alexa Fluor® 488 (A, C, E, G, |, K) gebunden wurde.

Wie in Abbildung 14 erkennbar, Gben db-cAMP und Forskolin keinen Einfluss
auf die Aktivitat von Nf-kB aus. So ist im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
keine Lokalisations@nderung feststellbar. Deutlich verifizierbar ist wiederum die
Translokation des Transkriptionsfaktors nach der Stimulation mit Flagellin. Eine
Modulation der Flagellin-spezifischen Nf-kB-Aktivierung durch db-cAMP oder
Forskolin ist jedoch nicht erkennbar, da auch nach Koinkubation von Flagellin
mit db-cAMP und Forskolin der Transkriptionsfaktor im Zellkern lokalisiert und
damit aktiviert blieb.
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Flagellin (1pg/ml)

2
Forskolin (10uM) Flagellin + Forskolin

Abbildung 14: Wirkung von db-cAMP und Forskolin auf die Flagellin-

induzierte Translokation von Nf-kB.

Nach 30-mindtiger Stimulation mit Flagellin (C, D, G, H, K, L), db-cAMP (E, F, G, H) und
Forskolin (I, J, K, L), Fixierung mit Paraformaldehyd und anschlieBender Permeabilisierung mit
Methanol erfolgte die Detektion von Nf-kB (ber den Antikbrper Nf-kB p65, welcher durch den
FITC konjugierten Sekundérantikérper Alexa Fluor® 488 (A, C, E, G, I, K) gebunden wurde. Zur
genauen Lokalisation des Zellkerns wurde eine Farbung mit DAPI (B, D, F, H, J, L) angefertigt.
Als Negativkontrolle wurden unstimulierte (A, B) Zellen verwendet. Gezeigt ist ein

exemplarisches Ergebnis von drei Versuchswiederholungen.

4.3.3 db-cAMP und Forskolin modulieren die TLR-induzierte Phosphorylierung
von p38 und ERK 1/2

Ziel der folgenden Untersuchung war, den Einfluss von db-cAMP und Forskolin
auf die TLR-spezifische Aktivierung der MAP-Kinasen zu verifizieren. Der
Versuch wurde exemplarisch an den HaCaT Zellen durchgefiihrt und
beschrankt sich auf die Flagellin-Stimulation. Hierfir wurden die Zellen mit
Flagellin, db-cAMP und Forskolin sowie in den Kombinationen aus db-cAMP
und Flagellin bzw. Forskolin und Flagellin fir 30 Minuten stimuliert. Die Proteine
wurden entsprechend vorangegangener Versuche mit der Hot Lysis Methode
gewonnen, in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine
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Nitrocellulosemembran transferiert. Die aktivierten MAP-Kinasen p38 und ERK
1/2 wurden durch ihre spezifischen Antikérper detektiert.

Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zeigte sich, dass Forskolin zu einer
erhdhten und db-cAMP zu einer verminderten Phosphorylierung von p38 und
ERK 1/2 flhrten (Abbildung 15). Die Koinkubation von db-cAMP bzw. Forskolin
mit Flagellin ergab, dass db-cAMP und Forskolin einen leicht inhibierenden

Einfluss auf die Liganden-induzierte Aktivierung von p38 und ERK 1/2 austben.

A B
Spur 1 2 3 4 5 6 Spur 1 2 3 4 5 6
p-p38 — s = p-ERK S —— e . i
B-Actin = = [-Actin
Flagellin - + - - + + Flagellin -+ - - + +
Forskolin - -+ - + . Forskolin - - + - + ,
db-cAMP - - -+ -+ db-cAMP - - -+ -+

Abbildung 15: Modulation der Liganden-induzierten Aktivierung von ERK
1/2 bzw. p38 durch db-cAMP und Forskolin.

Nach 30-minditiger Stimulation mit Flagellin, Forskolin und db-cAMP, Prdparation der Proteine
entsprechend der Hot Lysis Methode, elektrophoretischer Auftrennung und Transferierung auf
eine Nitrocellulosemembran wurden die aktivierten Proteine p38 (A) bzw. ERK 1/2 (B) durch die
Antikérper Phospho-p38 MAP Kinase bzw. die Phospho-p44/42 MAPK detektiert. Um
gleichméaBige Proteingehalte nachweisen zu kénnen, erfolgte nach dem Strippen der Membran

die Bestimmung von B-Aktin. Gezeigt ist ein Versuch von Dreien mit gleichem Resultat.
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5 Diskussion

5.1 Keratinozyten als geeignetes Zellkulturmodell

Im Rahmen der Pathogen-assoziierten molekularen Mustererkennung (PAMP)
wurden Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) charakterisiert, die konservierte
Strukturen von Erregern erkennen und dadurch eine Entziindungsreaktion
einleiten kbénnen [221]. Hauptvertreter dieser PRRs bilden die Toll-like
Rezeptoren. Um die Immunfunktion der Haut weiter aufzuklaren, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Expression und Funktionalitdt von TLRs in der murinen
Keratinozytenzellinie PAM 212 sowie der humanen keratinozytédren Zelllinie
HaCaT verifiziert. AnschlieBend wurde untersucht, ob die TLRs mit dem
immunmodulierenden POMC-System der Haut interagieren.

Da Keratinozyten aufgrund ihrer Lokalisation im Hautgewebe theoretisch allen
hier verwendeten proinflammatorischen Stimuli (Zytokine und TLR-Liganden) in
vivo zuganglich sind, stellen die beiden Zelllinien ein geeignetes in vitro Modell
dar. AuBerdem weisen die in Kultur gehaltenen Keratinozyten weitestgehend
alle bekannten Zelleigenschaften auf, die auch fur Keratinozyten in
Hautmodellen nachgewiesen werden konnten [37].
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5.2 TLR-Expression auf Keratinozyten

Da die Expression von TLRs in HaCaT Zellen bereits beschrieben wurde
[170;198;266], galt es in dieser Arbeit, die TLR-Expression in der
keratinozytaren Zelllinie PAM 212 zu entschlisseln. Mittels konventioneller PCR
konnte gezeigt werden, dass PAM 212 Zellen die TLRs 1 und 4 deutlich, TLR 2
maBig und TLR 6 schwach exprimieren. Im Vergleich zum Expressionsmuster
humaner Keratinozyten [29;170;182;198;223], besitzen die PAM 212 Zellen
somit eine eher geringe Bandbreite an TLRs.

Simuliert man einen Entziindungsprozess durch Stimulation mit LPS, einem
Bestandteil der Zellwand Gram- negativer Bakterien, bzw. durch Inkubation mit
dem Zytokin IL-1, so zeigen die PAM 212 Zellen nach sechsstindiger
Stimulation eine  signifikante  Erhdhung der TLR 4  Expression.
Erstaunlicherweise naherte sich das Expressionsmuster nach zwdélfstindiger
Inkubation wieder der unstimulierten Kontrolle an. Begon, Pivarcsi und Kéllisch
et al. fihrten &hnliche Experimente an Keratinozyten durch, die unsere
Ergebnisse zum Teil belegen. In den einzelnen Versuchen wurden
Keratinozyten mit LPS [170], TNF-a bzw. IFN-y [29] oder mit LPS und IFN-y
[266] stimuliert und nach unterschiedlichen Zeitintervallen die Expression von
TLR 4 mRNA bestimmt. Allen gemeinsam war, dass LPS stimulierend auf die
Expression von TLR 4 mRNA wirkte, wobei der Zeitpunkt der maximalen mRNA
Expression zwischen den Untersuchungen divergierte. Auch eine Reduktion der
Expression konnte im Verlauf der einzelnen Stimulationszeiten festgestellt
werden, wobei die Expression nicht, wie in unseren Versuchen, auf den Wert
der unstimulierten Kontrolle abfiel [170;266]. Dennoch scheint ein derartig
starkes Absinken der Genexpression mdoglich. Daflr sprechen die
Untersuchungen von An et al., in denen eine vermehrte Expression von TLR 4
MRNA nach LPS-Stimulation in dendritischen Zellen festgestellt wurde, die ihr
Maximum nach zwei Stunden erreichte, im Laufe der Stimulationszeit
kontinuierlich abfiel und bereits nach sechs Stunden wieder dem Wert der
unstimulierten Kontrolle entsprach. Eine Erklarung fir diesen Abfall wird jedoch
nicht gegeben, so dass weiterhin nach dem physiologischen Grund geforscht

werden sollte.
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5.3 Funktionelle Wirkung von TLRs

Um von einer wirksamen Immunabwehr ausgehen zu kénnen, muss Uberprift
werden, ob die TLRs funktionell aktiv sind. Dazu wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Zytokinexpression nach Stimulation mit diversen TLR-Liganden als
Zeichen einer effektiv ablaufenden Entziindungsreaktion bestimmt. Zur Klarung
der Signaltransduktion wurde auBerdem die Aktivitat verschiedenster Proteine
der TLR-Signalkaskade untersucht.

5.3.1 Phosphorylierung von MAP-Kinasen

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, erfolgt die Aktivierung der MAP-Kinasen
durch MAP-Kinasen-Kinasen (MAPKKSs), die wiederum durch MAP-Kinasen-
Kinasen-Kinasen (MAPKKKs) phosphoryliert werden. Die Gruppe der
MAPKKKs umfasst 17 Proteine [374]. Untersuchungen haben ergeben, dass
neben der in der Einleitung erlauterten MAPKKK TAK1 im Wesentlichen die
MAPKKKs Tpl2 [75], MEKK1 [183], MEKK2 [373], MEKK3 [135] und ASK1
[215] an Immun- und Entzindungsreaktionen beteiligt sind, wobei der
molekulare Aktivierungsmechanismus noch nicht ganzlich geklart ist.
Nachfolgende MAPKKs umfassen MEK1/2, MKK3 und MKK6 [296]. MAP-
Kinasen kénnen nachgeschaltete Substrate entweder direkt oder indirekt via
MKs durch Phosphorylierung an Serin-/Threoninresten aktivieren oder
inaktivieren [283]. MKs, deren Aktivierung im Entzindungsprozess bereits
beschrieben wurde, umfassen die MSKs, MNKs, MKs und die RSKs.

Die MAP-Kinasen ERK 1/2 regulieren im Wesentlichen den Zellzyklus, die
Zellproliferation und den Zelltod. Studien haben ergeben, dass ERK 1/2 auch in
zahlreiche Immun- und Entziindungsprozesse involviert sind. So konnte
festgestellt werden, dass ERK 1/2 an der LPS-induzierten TNF-a Sekretion
[75;219] und der COX-2 Expression [78] beteiligt sind. Darlber hinaus wiesen
ERK-1-defiziente Mause Defekte in der Thymozytenreifung und eine
verminderte Expression von Alpha- und Beta-Ketten in T-Zell Rezeptoren auf
[261]. Zudem konnte dem ERK 1/2-Signalweg eine entscheidende Rolle in der
Aktivierung lymphozytérer IL-4 Rezeptoren, der Expression von IL-4 sowie der
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Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu CD4" TH-2 Zellen eingerdumt werden
[147;366].

Die MAP-Kinase p38 reguliert die Entziindungs- und Immunantwort der Zelle.
Untersuchungen konnten zeigen, dass p38 an der Produktion multipler
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-8 beteiligt ist [5;343].
Ferner ist p38 fir die Induktion inflammatorischer Enzyme und
Adhasionsmolekiile, wie COX-2, iNOS [66] und VCAM-1 [264] verantwortlich
und reguliert die Expression von Matrixmetalloproteinasen, wie MMP2, MMP9
und MMP13 [274;343]. AuBerdem wird p38 durch Regulation der IL-2, IL-12
und IFN-y Produktion eine entscheidende Rolle in der Aktivierung von T-Zellen
und der Differenzierung von TH-1 Zellen zugeschrieben [201;276;361].

Um eine mdgliche Beteiligung der MAP-Kinasen an dem TLR-vermittelten
Entzindungsprozess aufzudecken, wurde mittels Western Blots der
Phosphorylierungsstatus von p38 und ERK 1/2 nach Stimulation mit diversen
TLR-Liganden untersucht. In den PAM 212 Zellen induzierte lediglich der TLR
1/2-spezifische Ligand PamsCys die Phosphorylierung von ERK 1/2. Eine
Aktivierung von p38 konnte nach 30-minltiger Stimulation mit den einzelnen
Liganden nicht nachgewiesen werden. In den HaCaTs war hingegen sowohl
eine Phosphorylierung von p38 als auch von ERK 1/2 nach Stimulation mit LPS,
PamsCys und Flagellin detektierbar, wobei eine deutliche Abhangigkeit von der
Stimulationszeit ermittelt werden konnte. Lediglich Poly (I:C) schien weder p38
noch ERK 1/2 zu aktivieren.

Vor allem in Zellen des Immunsystems konnten bisherige Studien die
Phosphorylierung und Aktivierung von p38 und ERK 1/2 nach Stimulation mit
den TLR-spezifischen Liganden Peptidoglykan, Pam3;Cys, CpG DNA, Flagellin,
Poly (I:C), LPS und R848 belegen [3;92;161;214;273;375]. Jedoch existieren
derzeit nur wenige Untersuchungen, die eine TLR-vermittelte Aktivierung von
MAP-Kinasen in Keratinozyten beschreiben. Nach heutigem Erkenntnisstand
scheint eine TLR 2-, 4- und 6-spezifische Aktivierung der MAP-Kinasen in
Keratinozyten mdglich [96;184;191;213;225;235;291]. Unsere Versuche
belegen dariber hinaus die TLR 1/2- und TLR 5-, nicht aber die TLR 3-
vermittelte Phosphorylierung von p38 und ERK 1/2. Des Weiteren konnte,

57



— Diskussion —

unseren Ergebnissen entsprechend, eine Abhangigkeit zwischen dem
Phosphorylierungsstatus von ERK 1/2 bzw. p38 und der Liganden-
Stimulationszeit festgestellt werden. So war in den Untersuchungen von
Matsubara et al. eine Peptidoglykan-induzierte Aktivierung von p38 und ERK
1/2 bereits nach dreimindtiger Stimulation sichtbar und stieg mit zunehmender
Inkubationszeit an [213]. Diese frihzeitige Phosphorylierung der MAP-Kinasen
spiegelt sich auch in den Forschungsergebnissen von Huanzhang et al. wider,
in denen es nach 15 Minuten zu einer LPS-induzierten Aktivierung von p38 und
ERK 1/2 in dendritischen Zellen kam. Demnach bleibt zu klaren, weshalb in
unseren Untersuchungen lediglich Flagellin nach 30-minltiger Stimulation,
Pam3;Cys und LPS jedoch erst nach 1-3 Stunden zur Aktivierung von ERK 1/2
und p38 flhrten.

Welche Proteine neben der MAPKKK TAK1 und der MAPKK MKK3/MKK6 an
der TLR-vermittelten Phosphorylierung von MAPK beteiligt sind, ist noch nicht
ganzlich geklart. Die TLR-spezifische Induktion der MAP-Kinase ERK 1/2
scheint nach heutigem Erkenntnisstand von der MAPKKK Tpl2 abhangig zu
sein [26;78;199]. Wie bereits erwahnt, scheint Tpl2 via ERK 1/2 an der LPS-
induzierten COX-2 Expression [78] und der TNF-a Produktion [75] beteiligt zu
sein. Genauere Forschungen ergaben, dass Tpl2 den Transport des TNF-a
Transkriptats vom Nukleus in das Zytoplasma reguliert [75]. Tpl2 ist im
unstimulierten Zustand an p105, dem Vorldufer der Nf-kB Untereinheit p50,
gebunden, so dass die Phosphorylierung von p105 durch den IKK-Komplex
Voraussetzung fir eine mdgliche Tpl2-Aktivierung ist [353]. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass die Aktivierung von Tpl2 in der TLR 7-
vermittelten Signalkaskade von TRAF6 abhangig ist, wohingegen die
Stimulation des TLRs 4 auch unabhangig von TRAF6 zur Aktivierung von Tpl2
fuhrt [199]. MAPKKSs, denen bisher eine Beteiligung an der TLR-spezifischen
Aktivierung von ERK 1/2 eingerdumt wurden, umfassen die MEKs 1/2 und die
MKKs 3/6 [25;167].

In die Signaltransduktion der TLR-vermittelten Aktivierung der MAP-Kinase p38
scheinen neben der MAPKKK TAK1 die MEKKSs 2/3 und ASK1 sowie die bereits
beschriebenen MAPKKs MKK 3/6 involviert zu sein [135;215;373]. So konnte
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festgestellt werden, dass die MEKK 2/3 in der LPS-induzierten Kaskade sowohl
fir die Aktivierung von p38 und Nf-kB als auch fir die Produktion von IL-6
unerlasslich sind [135]. Untersuchungen der MAPKKK ASK1 konnten zeigen,
dass die MAPKKK die LPS-induzierte und p38-vermittelte Produktion von ROS-
Molekilen und B-Defensinen reguliert [215;291].

5.3.2 Aktivierung von Nf-kB

Nachfolgend wurde die Aktivitat des Transkriptionsfaktors Nf-kB untersucht, der
unter anderem die Expression einer Vielzahl von Genen der kdrpereigenen
Abwehr reguliert [155]. Der Transkriptionsfaktor, welcher im inaktiven Zustand
gebunden an IkB-Proteinen im Zytoplasma lokalisiert ist, wandert nach
Aktivierung in den Nukleus, um die Transkription von Zielgenen einzuleiten
[24;91;233]. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, kann die Aktivierung von Nf-
kKB in der TLR-vermittelten Kaskade Uber zwei Wege erfolgen. Die TLRs 1, 2, 5,
6, 7 und 9 aktivieren Nf-kB Uber einen MyD88-abhangigen Weg, der TLR 3
nutzt eine MyD88-unabhangige Kaskade. Eine Sonderstellung nimmt der TLR 4
ein, der den Transkriptionsfaktor sowohl via MyD88 als auch unabhangig von
MyD88 aktivieren kann [15;116;149;158;323].

In unseren Versuchen war festzustellen, dass es in den HaCaT Zellen lediglich
nach Stimulation mit Flagellin und IL-1, in den PAM 212 sogar nur nach
Inkubation mit IL-1 zu einer Translokation von p65 kam.

Voraussetzung fir eine mogliche Nf-kB-Translokation ist die Degradierung der
Nf-kB-Untereinheit von dem jeweiligen IkB-Protein. Untersuchungen beztglich
einer TLR-spezifischen Degradierung von IkB-Proteinen in Keratinozyten
konnten eine deutliche Zeit- und Konzentrationsabh&ngigkeit aufdecken. In
diesem Zusammenhang betragt die klrzeste Stimulationszeit, die bisher in
Keratinozyten getestet wurde, 30 Minuten [182;194]. Da die Degradierung von
IkB-Proteinen vor der Translokation stattfinden muss, ergibt sich als mégliche
Ursache fur die fehlende Aktivierung des Transkriptionsfaktors eine zu kurze
Stimulationsdauer. Auch bei der unter Kapitel 4.2.3. genannten zeitkinetischen
Untersuchung zur Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und ERK 1/2 konnten die
Liganden PamzCys und LPS erst nach 120-mindtiger bzw. 180-minutiger

59



— Diskussion —

Stimulation eine Phosphorylierung der MAP-Kinasen induzieren. Lediglich bei
Stimulation mit Flagellin war nach 30 Minuten eine Aktivierung der MAP-
Kinasen, ahnlich der Translokation von Nf-kB, sichtbar. Dartber hinaus belegen
zahlreiche Studien eine TLR 1/2-, 3-, 5-, 2/6-, 7-, 8- und 9-spezifische
Aktivierung und Translokation von Nf-kB nach langeren Stimulationszeiten
[29;44;170;182;182;223;266;301].

Im Hinblick auf eine mdgliche LPS-spezifische Aktivierung von Nf-kB in
Keratinozyten besteht jedoch Uneinigkeit. Die Ergebnisse variieren zwischen
einer deutlichen [29;182], einer moderaten [266], bis hin zu einer fehlenden
[170] LPS-induzierten Nf-kB-Translokation. Méglicherweise beruhen diese stark
divergierenden Ergebnisse auf einer fehlenden bzw. vorhandenen Expression
des Glykoproteins MD-2 bzw. des Oberflachenproteins CD14. Auch hier liegen
noch keine eindeutigen Versuchsergebnisse vor. Wahrend einige Autoren die
Expression von TLR 4 und CD14 in primaren Keratinozyten und HaCaT Zellen
feststellten [170;266;267;313], konnten andere weder TLR 4 noch CD14 in
kultivierten Keratinozyten nachweisen [157]. Dartber hinaus konnte eine
Abhangigkeit zwischen der CD14-Expression und dem Differenzierungsgrad
der Keratinozyten ermittelt werden [267]. Koéllisch et al. konnten, trotz
vorhandener TLR 4 und CD14 Expression, keine Aktivierung durch LPS in
HaCaT Zellen nachweisen und fiihrten dies auf eine fehlende MD-2 Expression
zurlck [170]. Weitere Untersuchungen brachten hervor, dass die Koinkubation
mit proinflammatorischen Zytokinen, wie IFN-y und TNF-a, die LPS-spezifische
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nf-kB verstarkt [29;266]. Vermutlich liegt
diesem additiven Effekt ein Mechanismus zum Schutz vor einer inadaquaten
Auslésung einer Immunantwort zugrunde: IFN-y und TNF-a werden vermehrt
wahrend einer Entziindungsreaktion bzw. bei der Wundheilung gebildet. Da die
Haut durch die residente Keimflora auch in physiologischem Zustand sténdig
einer gewissen Population von Mikroorgansimen ausgesetzt ist, die aufgrund
der fehlenden Eintrittspforte keiner kdrpereigenen Abwehr bedarf, kdnnte der

Organismus so eine unnétige Immunantwort verhindern.
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5.3.3 Expression von Zytokinen

Als Zeichen einer effektiv ablaufenden Entziindungsreaktion kann die Sekretion
von Zytokinen angesehen werden. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Expression der humanen Zytokine IL-6 und IL-8 sowie des murinen Gro-a-
Analogons CXCL-2 nach Stimulation mit diversen TLR-Liganden sowie dem
Zytokin IL-1 mittels real-time PCR bestimmt.

Die Zytokine CXCL-2 und IL-8 gehéren zur Gruppe der Chemokine. Chemokine
besitzen vier charakteristische Cysteine und lassen sich entsprechend ihrer
Struktur in die drei Klassen CXC-, C-C- und XC-Chemokine unterteilen, wobei
IL-8 und CXCL-2 zur ersten Klasse gezahlt werden [258;282]. Die Nomenklatur
der CXC-Chemokine basiert auf der Trennung der Cysteine durch eine
beliebige Aminosaure (X). Sie sind in erster Linie fir die chemotaktische
Rekrutierung immunkompetenter Zellen verantwortlich, die entsprechend des
Zytokingradienten in das entziindete Gewebe wandern [258;282]. Zudem
besitzen sie aktivierende Eigenschaften auf die Zielzelle, beeinflussen die
Adhéarenz von Leukozyten an Endothelzellen und modulieren das Zellwachstum
und die Angiogenese. So aktiviert IL-8 neutrophile Granulozyten, indem es Uber
einen Anstieg der intrazellularen Ca®**-Konzentration die Freisetzung von
Enzymen aus den primaren und sekundaren Granula bewirkt [350]. Zuséatzlich
induziert es die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen in Neutrophilen und
die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen [70;97;137].

IL-6 ist ein &uBerst pleiotropes Zytokin, das sowohl pro- als auch
antiinflammatorisch wirken kann. Zellspezifische IL-6 Rezeptoren werden
lediglich von T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Hepatozyten und
einigen Tumorzellen exprimiert [280]. Es existieren jedoch auch lésliche IL-6
Rezeptoren. Beide Rezeptorformen bendtigen fir die Signaltransduktion das
Glykoprotein gp130, welches ubiquitdr exprimiert wird. Dadurch wird
sichergestellt, dass auch Zellen ohne membranstédndigen IL-6 Rezeptor
adaquat und in gleichem MaBe reagieren kdénnen [316;318]. IL-6 induziert als
Wachstumsfaktor in der frihen Hamatopoese die Proliferation pluripotenter
Stammzellen [140;168]. In Anwesenheit von Differenzierungsfaktoren kann IL-6
so die Reifung von Makrophagen oder Thrombozyten férdern [234]. Des
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Weiteren induziert IL-6 die terminale Ausreifung aktivierter B-Zellen zu
Antikdrper sezernierenden Plasmazellen [123;240] und férdert in Anwesenheit
von IL-2 die Differenzierung von T-Lymphozyten zu zytotoxischen T-Zellen
[254;321]. Ist eine akute Entzindung vor Ort stark genug, um eine
entsprechend hohe Konzentration an Zytokinen zu erreichen, gelangen diese in
die Blutbahn und von dort an unterschiedliche Organe. IL-6 induziert so in der
Leber die Bildung von Akutphase-Proteinen, die sowohl proinflammatorisch als
auch inhibierend bzw. modulierend wirken, um eine Ausbreitung und eine damit
verbundene systemische Entziindung zu verhindern [50;89;246]. Weiterhin wird
beschrieben, dass IL-6 die ACTH-Synthese und damit die Bildung von
antiinflammatorisch wirkenden Glucocorticoiden anregt [243].

In unseren Versuchen zeigte sich in den HaCaT Zellen eine vermehrte
Expression von IL-6 und IL-8 nach Stimulation mit den Liganden Pam3Cys, Poly
(I:C), Flagellin und LPS, wobei die Liganden unterschiedlich stark induzierend
auf die Expression wirkten. Poly (I:C) und IL-1 erwiesen sich als starkste
Induktoren. Auch die Stimulationen mit Flagellin und PamsCys zeigten eine
deutliche Erhéhung der Zytokinexpression. Lediglich die Inkubation mit LPS
wies eine eher geringgradige Steigerung der Zytokinexpression auf.
Exemplarisch wurde auch in den PAM 212 Zellen die Expression von CXCL-2
nach Stimulation mit Pam3Cys und LPS quantitativ bestimmt, wobei auch in
diesen Zellen beide Liganden zu einer vermehrten Expression flhrten.
Vergleicht man das Expressionsmuster der Zytokine IL-8 und IL-6, fallt auf,
dass -abgesehen von der Stimulation mit Poly (I:C)- IL-8 starker transkribiert
wird als IL-6. Dies verwundert kaum, betrachtet man die zeitliche Dauer der
Ligandenexponierung. Das angeborene Immunsystem, das neben dendritschen
Zellen und Mastzellen im Wesentlichen phagozytierende Makrophagen und
neutrophile Granulozyten umfasst, muss innerhalb der ersten Stunden wirksam
werden [221]. Daher steht zu Beginn einer Infektion die Rekrutierung
phagozytierender Zellen im Vordergrund. Dennoch wird anhand des deutlich
vorhandenen IL-6 Expressionsmusters sichtbar, dass weitere
Abwehrmechanismen auch in Richtung der erworbenen Immunitat eingeleitet

werden.
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Unsere Ergebnisse lassen sich durch zahlreiche Studien belegen, in denen
Keratinozyten hinsichtlich einer mdglichen TLR-vermittelten Expression und
Freisetzung von IL-8 untersucht wurden. So konnte eine vermehrte TLR 1-, 2-,
3-, 5- und 9-spezifische Expression von IL-8 in Keratinozyten nachgewiesen
werden [29;170;182;223;230;266]. Wie bereits in Kapitel 5.3.2 ausgefihrt,
besteht Uneinigkeit im Hinblick auf eine mdgliche TLR 4-vermittelte
Entziindungsreaktion, so dass auch die Ergebnisse bezlglich der LPS-
induzierten |L-8 Expression divergieren. Darlber hinaus zeigt sich der
stimulierende Effekt von TGF-a und IFN-y, der bereits im Abschnitt 5.3.2
dargelegt wurde, auch in der TLR-spezifischen IL-8 Expression. Vergleiche
hinsichtlich der Induktionsstarke der einzelnen Liganden belegen, dass Poly
(I:C) der potenteste Ligand fir die IL-8 Expression ist [29;170;182]. Weitere
Untersuchungen brachten hervor, dass eine starke Abhangigkeit zwischen der
induzierten  Zytokinexpression und der Stimulationszeit bzw. der
Ligandenkonzentration vorliegt [182].

Bis heute gibt es nur wenige Verodffentlichungen, die eine Expression des
Zytokins IL-6 nach TLR-spezifischer Stimulation von Keratinozyten
beschreiben. So beschranken sich die Ergebnisse derzeit auf eine mdgliche
TLR 2-vermittelte IL-6 Expression. Matsubara et al. ermittelten diesbezuglich
eine deutliche Abhangigkeit zwischen der IL-6 Expression und der
Stimulationskonzentration sowie der Inkubationszeit des TLR 2 Liganden
Peptidoglykan (PGN) [213]. Dem gegenlber stehen die Untersuchungen von Li
et al., in denen Keratinozyten mit PGN und dem TLR 2 Liganden
Phospholipomannan stimuliert wurden und nach verschiedenen Zeitintervallen
(1, 4 und 6 Stunden) die Expression von IL-6 quantitativ bestimmt wurde. Auch
hier war bei beiden Stimulationen eine vermehrte Expression erkennbar, jedoch
konnte keine Zeitabhangigkeit abgeleitet werden.

Studien belegen, dass die TLR-induzierte Expression von Zytokinen vor allem
durch Nf-kB, aber auch durch AP-1, einem Transkriptionsfaktor, der in erster
Linie durch MAP-Kinasen aktiviert wird, reguliert wird [7;159;247;289]. Die
Phosphorylierung von MAP-Kinasen fihrt zur selektiven Aktivierung

verschiedener AP-1 Untereinheiten und Transkriptionsfaktoren, die mit AP-1
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interagieren [146]. So belegen Untersuchungen an dendritischen Zellen, dass
die Stimulation mit LPS zur Aktivierung von JunD und JunB [173], die
Inkubation mit CpG-DNA zur Phosphorylierung von c-Jun und ATF2 [101] und
die Stimulation mit PamsCys zur Induktion von c-Fos fiihrt [73]. Exemplarisch
wurde auch in dieser Arbeit der Einfluss der MAP-Kinasen ERK 1/2 und p38
auf die TLR-spezifische IL-8 Expression untersucht. Hierflr wurden die HaCaTs
30 Minuten vor der Stimulation mit Flagellin mit dem ERK 1/2-Inhibitor PD
98059 bzw. dem p38-Inhibitor SB 203580 inkubiert. Unsere Ergebnisse
bestatigen, dass auch die MAPK einen signifikanten Einfluss auf die TLR-
spezifische IL-8 Expression austiben. So konnte eine deutliche Inhibition der
Flagellin-induzierten IL-8 Expression nach Koinkubation mit den Inhibitoren
festgestellt werden.

Vergleicht man das Expressionsmuster der Zytokine mit der Aktivitat von p38,
ERK 1/2 und Nf-kB, bleiben dennoch einige Fragen hinsichtlich der
Signaltransduktion offen.

Fraglich ist, Uber welche Signalkaskade die Poly (I:C)-vermittelte IL-8 und IL-6
Expression in den HaCaT Zellen verlauft, da weder eine Aktivierung von p38
oder ERK 1/2 noch von Nf-kB nachgewiesen werden konnte. Eine Mdglichkeit
birgt der Transkriptionsfaktor IRF-3, der in der TLR 3 Signalkaskade in der
Regel via TRIF, TRAF3/TRAF6, TBK1 und IKK-i aktiviert wird. Erst kurzlich
wurde von einer zusatzlichen TRIF-unabhangigen TLR 3-vermittelten
Aktivierung von IRF-3 berichtet. So konnte nach Stimulation des Rezeptors eine
Rekrutierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und eine nachfolgende
Aktivierung des Proteins AKT nachgewiesen werden, das letztlich IRF-3
phosphorylierte [287]. Ferner wird von einer sekundaren TLR 3-induzierten
Expression inflammatorischer Zytokine berichtet. So war festzustellen, dass die
TLR 3-vermittelte Produktion von IFN-a und IFN-B zur Aktivierung des JAK-
STAT-Weges fiuhrte [64], Uber den die Synthese zahlreicher
proinflammatorischer Zytokine eingeleitet wurde [330]. Letztlich besteht auch
die Mdglichkeit, dass die Poly (I:C)-induzierte Zytokin Expression nicht durch
TLR 3 sondern durch andere Rezeptoren oder Proteine vermittelt wird. Denkbar
erscheint hier eine Aktivierung der Proteinkinase PKR, deren ftrans-
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Autophosphorylierung bereits eine Beteiligung an der Poly (I:C)-induzierten
TNF-a Produktion eingerdumt wurde [58;227]. Daneben wird von einer Poly
(I:C)-induzierten Aktivierung der Proteine retinoic-acid-inducible Protein | (RIG-I)
und Melanoma differentiation associated gene 5 (MDAS) berichtet [14;153;371],
auf deren Transduktionskaskade kurz eingegangen werden soll, da er
Parallelen zum TLR 3 Signalweg aufweist. Beide Proteine sind homolog
aufgebaut und beinhalten eine CARD-Doméne und eine DExD/H box Helicase
Doméne [371]. Uber die CARD-Doméne binden sie das Adaptorprotein IPS-1
[163;305]. AnschlieBend assoziiert IPS-1 einerseits mit TRAF3 [285], woraufhin
TBK1 und IKK-i aktiviert werden, die wiederum IRF-3 und IRF-7
phosphorylieren [82;263;307]. Auf der anderen Seite interagiert IPS-1 mit FADD
und RIP1, wodurch die Caspasen -8 und -10 aktiviert werden, die den
Transkriptionsfaktor Nf-kB  phosphorylieren  [22;320;371]. Uber diese
Signalwege kann somit auch eine TLR 3-unabhangige Expression von
Zytokinen erfolgen.

Betrachtet man die TLR 4- und CXCL-2-Expression in den PAM 212 Zellen,
bleibt auch zu klaren, ob ein LPS-induzierter-, p38-, ERK- und Nf-kB-
unabhangiger Signalweg zur Induktion der Rezeptor- und Zytokinexpression
existiert. Forschungen ergaben, dass TLR 4 neben Nf-kB und AP-1 auch den
Transkriptionsfaktor IRF-5 aktiviert. Die Signaltransduktion zur Aktivierung von
IRF-5 scheint nach heutigen Erkenntnissen Uber einen MyD88-abhangigen
Weg zu erfolgen [322]. Der Transkriptionsfaktor transloziert nach TLR-
Stimulation in den Nukleus und bindet an ISRE-Motiven in Promotor Regionen
proinflammatorischer Zytokin-Gene [322]. Des Weiteren ist eine Aktivierung des
JAK-STAT Weges mdoglich. Untersuchungen an Makrophagen stellte
diesbezlglich eine schnelle Phosphorylierung von STAT-1 nach Stimulation mit
LPS fest [172]. In STAT-1 defizienten Zellen war zudem die LPS-induzierte
Expression von iNOS und IFN-induzierbarer Gene, wie [P 10, stark
beeintrachtigt [130]. Auch die bereits erwahnte indirekte Aktivierung des JAK-
STAT Weges kann durch TLR 4 vermittelt werden [88;337].

So wird deutlich, dass TLRs zur Einleitung einer Entziindungsreaktion eine

Vielzahl an Signaltransduktionswegen nutzen kénnen.
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5.4 Modulation der TLR-vermittelten Entziindungsantwort

Die Haut verfligt durch die Bildung von POMC-Derivaten (a-MSH, B-MSH, y-
MSH, ACTH und POMC) Uber einen Mechanismus zur Einddmmung einer

Entzindungsreaktion. POMC-Derivate entfalten ihre Wirkung, indem sie die
Adenylatzyklase aktivieren und so den intrazellularen cAMP-Spiegel in der
Zielzelle erhdhen. Um eine etwaige Modulation der TLR-vermittelten
Entzindungsreaktion durch POMC-Derivate zu untersuchen, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Wirkung des cAMP Analogons db-cAMP und des
Adenylatzyklase Aktivators Forskolin auf den TLR-induzierten
Aktivierungszustand von Nf-kB, p38 und ERK 1/2 sowie auf die Rezeptor-
vermittelte Expression von IL-6, IL-8, CXCL-2 und TLR 4 bestimmt.

Bisher verdffentlichte Ergebnisse belegen, dass Substanzen, die zu einer
intrazellularen Erhéhung des cAMP-Spiegels flhren, die TLR-vermittelte
Entziindungsreaktion modulieren kénnen
[86;93;103;105;122;134;152;156;189;207;265;278;297;300;348;354]. Dabei
scheint es irrelevant zu sein, welche Substanz Anwendung findet. Die bisher
untersuchten Systeme bzw. Substanzen umfassen das Eicosanoid
Prostaglandin E, [86;122;348;354], den Adenosin-Rezeptor und dessen
Aktivierung durch Adenosin oder ATP [156;188;207;265;297], Bakterien bzw.
deren Bestandteile wie Porphyromonas gingivalis [103;352] oder das
Adenylatzyklase-Toxin (CyaA) von Bordetella pertussi [122], das Adipokin
Adiponectin [134], das Pflanzenextrakt Warifteine [278], das Neuropeptid CGRP
[105] sowie synthetische Stoffe wie 8-Br.-cAMP [86], das Phosphoceramid-
Analogon-1 PCERA-1 [93] oder die von uns angewendeten Stimulantien db-
cAMP und Forskolin [152;156].

Allen bisherigen Veréffentlichungen gemeinsam ist die Entfaltung einer
antiinflammatorischen und immunprotektiven Wirkung. Dementsprechend
konnte einerseits eine Inhibition der TLR-vermittelten Expression
proinflammatorisch wirkender Zytokine, Chemokine und Oberflachenmolekiile,
wie TNF-a [86;93;103;105;134;156;188;207;265], IL-12 [86;122;297], IL-8 [300],
MCP-1 [156], CCL4 [105], MIP-1a [348] und CD95L [354] nachgewiesen
werden, andererseits wirkte cAMP induzierend auf die TLR-spezifische
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Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
[86;93;103;122;134;156;348]. Ferner konnte eine cAMP-vermittelte Minderung
der Proliferation und Antikérpersekretion von B-Zellen eruiiert werden [278].
Kontroverse Ergebnisse existieren jedoch im Hinblick auf eine Modulation der
IL-6 Synthese. Diesbezuglich konnte sowohl eine Reduktion [301] als auch eine
Steigerung der IL-6 Expression [188] durch cAMP nachgewiesen wurde.
Méglicherweise spiegeln diese divergierenden Ergebnisse die Pleiotropie des
Zytokins wieder, das sowohl eine pro- als auch antiinflammatorische Wirkung
entfalten kann.

Unsere Untersuchungen deuten ebenfalls darauf hin, dass eine Modulation der
TLR-induzierten Zytokinexpression stattfinden kann. So flhrte die Koinkubation
von PamsCys und LPS mit db-cAMP bzw. Forskolin zu einer Reduktion der
CXCL-2 Expression in den PAM 212 Zellen. Auch die LPS-induzierte TLR 4
Expression konnte in den PAM 212 Zellen durch die Substanzen inhibiert
werden. Die HaCaTs zeigten eine vermehrte IL-6 und eine verminderte IL-8
Expression nach Koinkubation von LPS, Pam3Cys, Flagellin, und Poly (I:C) mit
db-cAMP bzw. Forskolin.

Unklar und nicht eindeutig belegt ist allerdings, ob die immunmodulierende
Wirkung zellspezifisch ist, welche der Toll-like Rezeptoren durch cAMP
regulierbar sind und vor allem wie cAMP seine modulierende Wirkung entfaltet
bzw. an welcher Stelle es in die TLR-spezifische Signalkaskade eingreift.

Um eine etwaige Zellspezifitdt belegen zu kdnnen, bedarf es weiterer
Untersuchungen. Bisher verdffentlichte Ergebnisse bezlglich einer Modulation
der TLR-spezifischen Entzindungsantwort beziehen sich in erster Linie auf
Zellen des Immunsystems. Diese umfassen Monozyten [156;188],
Makrophagen [93;103;134;207;265;348;352], B-Lymphozyten [278] und
antigenprasentierende Zellen [86;105;122;189;297;348;354]. Dartber hinaus
wird von einer Modulation der TLR-Antwort in Tumorzellen des Pankreas
berichtet [152]. Abgesehen von unseren Ergebnissen existieren derzeit keine
weiteren Untersuchungen zu dieser Thematik in Keratinozyten.

Ferner besteht Klarungsbedarf, ob sich die antiinflammatorische Wirkung von

cAMP auf alle TLRs anwenden lasst. Bis dato konnte eine Modulation der TLR
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1/2- [105;156;188;265;278], TLR 2/6- [156;188], TLR 4-
[86;93;105;122;156;207;265;278;354] und TLR 9-spezifischen [105;207;265]
Signalkaskade durch cAMP ermittelt werden. Strittig ist allerdings, ob die
Signalkaskaden der TLRs 3, 5, 7 und 8 durch cAMP inhibiert werden kdnnen.
Derzeit existieren sowohl verifizierende [93;105] als auch widerlegende
[156;265] Studien zu dieser Thematik. Unsere Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass auch die TLR 3- und 5-spezifische Signalkaskade durch cAMP
moduliert werden kann.

Uberdies ist die Signaltransduktion von cAMP nicht vollstandig geklart.
Zunachst scheint die Erhdéhung des intrazellularen cAMP-Spiegels von der
Aktivitat der Adenylatzyklase abhéngig zu sein, die zellulares ATP in cAMP
umwandelt [122]. cAMP fungiert als second-messenger der Zelle und kann auf
unterschiedliche Proteine einwirken. Bekannt ist die Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA) durch cAMP. So setzen einige Autoren einer mdglichen
Immunmodulation die Aktivierung der PKA voraus [86;103;105;207;354]. Der
weitere Signaltransduktionsweg scheint davon abhdngig zu sein, ob die
Zielobjekte fur cAMP pro- oder antiinflammatorisch wirkende Molekile sind.

Ob und wie eine Modulation der TLR-vermittelten Aktivierung von NF-kB durch
cAMP stattfindet, wird kontrovers diskutiert. So belegen einige Studien, dass
cAMP die TLR-induzierte Expression NF-kB-abhangiger proinflammatorischer
Zytokine und Mediatoren inhibiert. Einigkeit besteht dahingehend, dass der
inhibierende Effekt nicht auf die Aktivitdt der IKK-Proteine [152;348]
zurtckzufihren ist. In diesem Zusammenhang wird vielmehr eine verminderte
Translokation und DNA-Affinitat des Transkripitionsfaktors [103;207;278], eine
Unterdriickung der IkB- [207] und p105- Phosphorylierung [348] bzw. eine
vermehrte Genexpression von IkB-Proteinen [152] beschrieben. Auf der
anderen Seite widerlegen einige Autoren die Modulation der TLR-spezifischen
NF-kB Aktivierung durch cAMP [86;105;265]. Sie fihren die Reduktion der TLR-
vermittelten Expression proinflammatorischer Zytokine auf eine Inhibition von
IRF-1 [86;122], IRF-8 [122] oder c-Jun [86] bzw. auf eine vermehrte Expression
des Transkriptionssuppressors ICER [105] zurlck.
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Des Weiteren wurde untersucht, ob cAMP die TLR-induzierte NF-kB-abhangige
Expression antiinflammatorischer Zytokine beeinflusst. Hickey et al. stellten in
diesem Kontext fest, dass cAMP zu einer vermehrten NF-kB-induzierten IL-10
Produktion fihrt [122]. Demgegeniber stehen Untersuchungen, die zeigen,
dass die IL-10 Expression nicht durch NF-kB, sondern durch den
Transkriptionsfaktor CREB reguliert wird, wobei auch eine Modulation der
CREB-abhangigen Zytokinexpression durch cAMP ermittelt werden konnte
[86;134;348]. In unseren Versuchen war keine Modulation der TLR-vermittelten
NF-kB Aktivierung durch db-cAMP oder Forskolin sichtbar, wobei sich die
Ergebnisse lediglich auf die Flagellin-induzierte Signalkaskade beschranken.
Zudem ist umstritten, ob cAMP die TLR-induzierte Aktivitdt von MAP-Kinasen
beeinflusst. Bis heute existieren einige Studien, die eine Modulation der TLR-
induzierten Phosphorylierung von JNK, ERK 1/2 und p38 nachweisen
[86;93;105;122;278;348]. So konnte cAMP eine entscheidende Rolle in der p38-
und ERK 1/2-vermittelten Expression von IL-10 eingerdumt werden [93;122].
Ferner berichten Rocha et al., dass die cAMP-abhéngige Inhibition der TLR-
spezifischen Phosphorylierung von ERK 1/2 zu einer verminderten Proliferation
und Immunglobulinsekretion von B-Lymphozyten fihrt [278]. Unsere
Forschungen deuten ebenfalls darauf hin, dass eine Modulation der TLR-
vermittelten Phosphorylierung durch cAMP stattfindet. So konnten wir zeigen,
dass db-cAMP und Forskolin die Flagellin-induzierte Phosphorylierung von p38
und ERK 1/2 geringgradig inhibieren.
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5.5 Abschluss und Ausblick

Unsere Ergebnisse belegen somit die Expression und Funktionalitat des TLR
Systems in Keratinozyten der Haut, wenngleich es weiterer Untersuchungen
bezlglich des Signaltransduktionsweges bedarf. Folglich findet bereits in der
Haut, welche als Grenzorgan zur Umwelt fungiert, die erste Abwehr gegen
Pathogene statt, um den Gesamtorganismus vor exogenen Noxen zu schitzen
und einer systemischen Infektion entgegenzuwirken.

Die Bedeutung dieses Systems spiegelt sich besonders deutlich am
Krankheitsbild der atopischen Dermatitis wider, in der es haufig zu
Superinfektionen mit  bakteriellen und viralen Pathogenen kommt
[133;249;256;275]. Untersuchungen deckten diesbezuglich Polymorphismen im
TLR 2 [200] und TLR 9 Gen [250] sowie eine verminderte Expression und
Synthese antimikrobieller Peptide auf [133;249;256;275]. Daher wird vermutet,
dass die fehlende Immunantwort auf S. aureus und Herpes simplex Viren bei
Atopikern auf die genetischen Veranderungen in TLR-Genen zuriickzufiihren
ist.

Bedeutsam bleibt allerdings, dass die initiale TLR-vermittelte Immunantwort
dem Entzindungsstimulus entsprechend reguliert und begrenzt wird, um eine
UberschieBende Immunreaktion bzw. die Entwicklung und Aufrechterhaltung
lang andauernder Entziindungsprozesse zu verhindern. So belegen derzeitige
Studien, dass TLRs neben der Auslésung einer Immunantwort auch eine
tragende Rolle in der Pathogenese und -physiologie inflammatorischer
Erkrankungen wie Morbus Crohn [49;138], rheumatoider Arthritis [304] und
Atherosklerose [165] einnehmen. Auch innerhalb der Haut kann den TLRs eine
Beteiligung an der Ausbildung und Aufrechterhaltung dermaler Erkrankungen
eingeraumt werden. So scheinen TLRs an der Pathogenese der multifaktoriell
bedingten Acne vulgaris beteiligt zu sein. Diese wird zurlickgeflhrt auf eine
Androgen bedingte Volumenzunahme der Talgdrisen, eine vermehrte
Lipidsynthese, eine (berschieBende Proliferation von Epithelzellen und
Bakterien in tiefen Anteilen des Haarfollikelinfundibulums, die schlieBlich in eine
Entziindung miinden [338]. Studien zeigten, dass die Aktivierung der TLRs 2

und 4 durch das Propionibakterium acnes zu einer vermehrten Expression von
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IL-8 und hBD2 fihren [242]. Das Chemokin IL-8 und das humane B-Defensin
hBD2 rekrutieren immunkompetente Zellen und induzieren so die
Entziindungsreaktion in der Acne vulgaris [19;248;367]. Dem Chemokin IL-8
wird neben seiner potenten chemotaktischen Fahigkeit eine tragende Rolle bei
der Induktion der Keratinozytenproliferation in der Acne vulgaris zugeordnet
[229;242]. Auch in die Pathophysiologie der Psoriasis scheinen TLRs involviert
zu sein. Die Psoriasis ist eine entzindliche Dermatose, deren Ursache noch
nicht ganzlich geklart ist. Psoriatrische Herde zeichnen sich histologisch durch
eine Hyperproliferation schlecht differenzierter Keratinozyten sowie einer
starken Infiltration von TH-1-Zellen aus [176;345]. Untersuchungen haben
ergeben, dass die TLRs 1, 2, 4, 5 und 9 in psoriatrischer Haut vermehrt
exprimiert werden [20;29;63;230;306]. Zudem konnte gezeigt werden, dass
TGF-a, welches in groBer Zahl in psoriatrischen Plaques nachweisbar ist,
sowohl die Expression der TLRs 5 und 9 als auch die Produktion TLR-
induzierter Zytokine und B-Defensine erhéht [230]. Interessanterweise konnte
nach Applikation des TLR 7 Liganden Imiquimod die Entstehung bzw. ein
Wachstum psoriatrischer Herde festgestellt werden [83]. Studien deckten weiter
auf, dass Cathelicidin (LL-37), ein antimikrobielles Peptid, welches in groBen
Mengen in psoriatrischen Herden exprimiert wird, nicht stimulativ wirkende DNA

zu potenten TLR 9 Aktivatoren umwandeln kann [181].

Daraus leitet sich ab, dass die Begrenzung bzw. Unterdriickung einer
UberschieBenden (TLR-vermittelten) Immunreaktion von fundamentaler
Bedeutung fir den Erhalt der Hauthomdostase ist. Eine wesentliche Rolle beim
Erhalt des Gleichgewichts im menschlichen Kérper spielt das POMC-Peptid a-
MSH. In mehreren in vivo Modellen konnte seine potente antiinflammatorische
Wirkung auf unterschiedliche experimentell induzierte, entzindliche
Erkrankungen, wie Kontaktdermatitis, Vasculitits, Arthritis, Uveitis, Retinitis,
Asthma bronchiale, Pankreatitis, Hepatitis und Colitis, gezeigt werden [42].
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass cAMP-induzierende Peptide, wie
zB. a-MSH, auch auf eine ({berschieBende  TLR-spezifische

Entziindungsreaktion in der Epidermis immunmodulierend wirken kénnen.
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Weitere Studien sind jedoch notwendig, um den genauen molekularen
Interaktionsmechanismus aufzudecken und seine klinische Relevanz im

Kontext der Haut weiter zu Uberprifen.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Abb.:
ACTH:
AKT:
AP-1:
Aqua dest:
ASK:
ATF2:
ATP:
bp:
bzw.:
ca.:
cAMP:
CARD:
CCL:
CD:
cDNA:
c-fos:
CGRP:
c-Jun:
COz:
COX:
CpG:
CREB:
c-Rel:
CXCL-2:
CyaA:
DAPI:
Db-cAMP:
DEPC:
DMSO:
dNTP:

Abbildung
adrenokortikotropes Hormon
Synonym: Proteinkinase B
activator protein 1
destiliertes Wasser
apoptosis signal regulating kinase
activating transcription factor 2
Adenosintriphosphat
Basenpaar
beziehungsweise
circa
zyklisches Adenosinmonophosphat
Caspase recruitment domain
Chemokin, CC-Motiv
cluster of designation
komplementare DNA
Transkriptionsfaktor, Protoonkogen
Calcitonin gene-related peptid
Transkripionsfaktor, Protoonkogen
Kohlendioxid
Cyclooxygenase
Cytosin-Phosphatidyl-Guanin
CcAMP response element binding protein
Protein der Nf-kB/Rel-Familie
Chemokin; Synonym: Gro-a
Adenylatzyklase-Toxin
4’, 6"-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid
Dibutyryl-zyklisches Adenonsinmonophosphat
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxynukleosidtriphosphat
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dsRNA: double strained RNA

ELAM: Endothel-Leukozyten-Adh&sionsmolekil

Elisa: enzyme linked immuno sorbent assay

ERK: extrazellulare Signal regulierte Kinase

FADD: Fas-associated death domain protein

FCS: fetal calf serum

FW-Primer: forward Primer

GAPDH: Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Gof.: gegebenenfalls

Go-Taq: Go-Taq DNA Polymerase

Green-Reakt.-Buffer: Green-Reaktion-Buffer

ICAM: interzellulares Adhasionsmolekl

ICER: inducible response element binding protein

IFN: Interferon

IgE: Immunglobulin E

IKK: IkB-Kinase

IL: Interleukin

iINOS: induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

IP10: Interferon-inducible peptid 10

IPS-1: IFN-Promotor stimulierender Faktor 1

IRAK: IL-1 receptor associated kinase

IRF: IFN-regulierender Faktor

ISRE: interferon stimulated response element

IkB: Inhibitor kB

JAK: Janus Kinase

JNK: c-Jun N-terminale Kinase

JunD: Transkriptionsfaktor, Protoonkogen

KPV: C-terminales Tripeptid von a-MSH, Synonym: a-MSH 11-
13

LBP: Lipopolysaccharid binding protein

LPS: Lipopolysaccharid

LRR: leucin rich repeats
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MAPK:
MAPKK:
MAPKKK:
MCP-1:
MC-R:
MD-2:
MDAD5:
MEK:
MEKK:
MHC:
MIP:
MKK:
MMP:

CpG DNA:

MNK:
MK:
MOS:
mRNA:
MSH:
MSK:
MTT:

MyD88:
NaCl:
Nf-kB:
NIK:

NLS:

P38:
p50/p105:
p52/p100:

p65 (RelA):

PAGE:

— Abkidrzungsverzeichnis —

mitogen activated protein kinase
MAP-Kinasen-Kinasen
MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen
Monocytes chemotactic protein 1
Melanokortinrezeptor
Myeloid Differenzierungsfaktor 2

melanoma differentiation associated gene 5
MAP-ERK-Kinase

MAPK/extracellular signal-regulated kinase kinase

major histocompatibility complex
macrophage inflammatory protein
mitogen activated protein kinase kinase
Matrix-Metallo-Protein
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin DNA
MAPK-interacting kinase
MAPK-activated protein kinase
eine MAPKKK
messenger RNA
Melanozyten stimulierendes Hormon
mitogen- and stress- activated protein kinase
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium
Bromid
Myeloider Differenzierungsfaktor 88
Natriumchlorid
nuclear factor kB
Nf-kB-induciing kinase
Nuklear Lokalisationsequenz
MAP-Kinase
Protein der Nf-kB/Rel-Familie
Protein der Nf-kB/Rel-Familie
Protein der Nf-kB/Rel-Familie

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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Pam3Cys:
PAMP:
PBS:
PC:
PCR:
PGE2:
PI3K:
PKA:
PKR:
Poly (I:C):
POMC:
PRR:
R848:
RAF:
RelB:
RHIM:
RHR:
RIG:
RIP:
RNA:
ROS:

RPMI-Medium:

RSK2:
RT-PCR:
RW-Primer:
SAPK:
SCF:

SDS:
STAT:
TAD:

TAE:

TAK:
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Pam3Cys-Ser-(Lys)4
pathogen associated molecular pattern
Phosphat buffered saline
Prohormonkonvertase
Polymerase-Kettenreaktion
Prostaglandin E 2
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Proteinkinase A
Proteinkinase R
polyinosine-polycytidylic acid
Proopiomelanokortin
Pathogen assoziierter Mustererkennungsrezeptor
Imidazochinolin Derivat
eine MAP-Kinase Kinase Kinase
Protein der Nf-kB/Rel-Familie

receptor interacting protein homotypic interaction motif

Rel homologe Region

retinoic-acid-inducible protein

receptor interacting protein

Ribonukleinsaure

reactive oxygen species

Roswell Park Memorial Institute Grundmedium
ribosomale Kinase-2
Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
rerverse Primer

Stress-aktivierte Proteinkinase
Skp1-Cullin-F-Box Familie
Sodiumdodecylsulfat

signal transducer and activator of transcription
Transaktivierungsdoméane

Tris-Acetat-EDTA

TGF-B activated kinase
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TAO:
TBK:
TBS:
TBS-T:
TEMED:
TIR:
TIRAP-MAL:
TLR:
TNF:
Tpl-2:
TRAF:

TRAM-TICAM:

TRIF-TICAM:

TRIS:
TWEEN:
UBC13:
UEV1A:
VCAM:
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eine MAPKKK
TANK-bindende Kinase
Tris-gepufferte Saline
Tris gepufferte Saline mit TWEEN
N, N, N", N’, Tetramethylethyldiamin
Toll/IL-1 receptor
Toll/IL-1 Rezeptordomane enthaltendes Adaptorprotein
Toll-like receptor
Tumor Nekrose Faktor
Tumor Progression Locus-2
TNFR-associated factor
TRIF-verwandtes Adaptormolekl
Toll/IL-1 Rezeptordomane enthaltender IFN-3
induzierender Adaptor
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Polyoxyethylenesorbitan monolaurate
Ubiquitin-Konjugation-Enzym 13
Ubiquitin-E2 Variante 1a
vaskulares Zelladh&asionsmolekdl
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