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Zusammenfassung

Toll-Like Rezeptoren (TLR) erkennen Motive von diversen Komponenten (Proteine, Lipoproteine,
Lipopolysaccharide, Nukleinsduren) von Mikroorganismen, Viren und wirtseigenen Zellen, die als

Agonisten eine Signalkaskade induzierebiese Agonisten werden al$AMPs PathogenrAssoci-

ated Molecular Patterng MAMPs Microbe-Associated Molecular Pattern®der DAMPs Damage

Associated Molecular Patternsbezeichnet.Werden TLRs stimuliert, kommt es zur Aktivierung

von Signalkaskaden, die in einer agonistenspezifisen Freisetzung charakteristischer Muster von
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen munden. Infektionserreger haben
unterschiedliche Strategien entwickelt, um mittels Pathogenitatsfaktoren die Erkennung durch
Immunzellen und damit der Wirtsimmunantwort zu umgehen. Yersinien, Salmonellen und Shigel-

len injizieren Uber Typ 3 Sekretionssysteme (T3SS) Effektorproteine in Wirtszellen und modifi-

zieren die Aktivitdt von Rho GTPasen. Bisher wurden diese T3&8ektoren hinsichtlich Phagozy-
toseaktivierung bzw.-inhibition untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage untersucht, welche Rolle die Rho GTPasen von pri-

maren murinen Makrophagen fir die TLRSignalkaskade und Zytokinantwort haben kdnnten. Fir

diesen Zweck wurden erstmalig MCSF dferenzierte Knochenmarkmakrophagen (M- 8 q Ol x EA
GM-CSF differenzierte Knochenmarkmakrophagen (GM i QqQ | EO CAT AAT AOCEAOOAI
Racl RhoA Racl/RhoAsowie Cdc42auf ihre Zytokinantwort nach PAMP (LPS, Pam3CSK4 und
CpG)-Stimulierung untersucht. FrAEA ET 1T AEOET 1 AT A * AT AAT AGET 1T x0O0
Rho GTPasé&enen mit LysMCre Mausen zur zellspezifischen Gendeletion gekreuzt. Die Aktivitat

des LysMPromotors wurde inM-- B O1 A B -A O O-eGFBk@ockinMausen Uberprift. Da-

bei wurde nachgewie®n, dass eine LysMCre abhéngige Gendeletion mit nachfolgender Depletion

von Rho GTPasen sowohlinM B Al O AQKE IEI0 'OGAEO EI EAO %AEAEUEAI]
santerweise zeigenGM Bh AEA E1T AAO , EOAOAODOO AOAE AI O $#60
ven LysM Promotor haben sollten (Clarke and Gordon, 1998), ein starkes Lysl&FP Signal und

wiesen auch Rho GTPasBendeletionen auf. BeidenGME EAT AAT O AO OEAE xAEO
AETA -EOAEDPI POI AGET T O1 OA sGopdaiadoden, Ede Ekeind KlaleEA OAT UE
PAMP/TLR-Signalantwort erwarten lassen. Neben der Verwendung von primaren Knochenmark-

zellen sollte gepriift werden, ob HoxB8 immortalisierte Knochenmarkzellen (Wanet al., 2006)

von konditionalen Rho GTPas&nockout Mausen ebenso fur die TLHragestellung verwendet

werden konnen. Das Wachstumsverhalten sowie die Oberflachenmarker der immortalisierten

GME-EB RETAIT AAI -ABOj R@BAINONA edoch nicht das Zytokinsekreti-

onsmuster nach TLRStimulierung. Da auch die immortaierten GME - § EAOAOI CAT A 01 D

nen bilden, wurde auf eine weitere Analyse hinsichtlich der PAMBytokinantwort verzichtet und



Zusammenfassung

tige Unterschiede zu M B} x O @amiOdind wichtige Rolle der Rho GTPasen bei der TLR
Signalkaskade und ZytokinantwortinM- 5 T AAE CA x E A OAT -StmAlierdnd mitdens E A
spezifischen TLR2, TLR4 bzw. TLR9Agonisten Pam3CSK4, LPS bzw. CpG fihrte in M

- B} 2 A)xep verstarkter IL-10 Sekretion (exkl. TLR2), in M B j 2 E-) dagegen zu verstérk-

ter IL-12 Sekretion. Nach 24 ¥stimulierung mit den verschiedenen TLRAgonisten sind die Zyto-
kinmuster fur die M- B j x OQq OTPased@dfidrten M- 5 RET I EAE -J0AgBE | 8
TLRZ und TLR9-Stimulierung).

Yersinien injizieren mittels T3SSInjektisome den Racinhibitor YopE (RacGAP) und den Rho
GTPasernhibitor YopT (proteolytische Spaltung des @erminalen prenylierten CysteinrMem-
branankers, bevorzugt von RhoA), was zur Inhibition deRho GTPasen der kontaktierten Pha-
gozyten fihrt. Es wurden deshalb auch die Zytokinmuster nach TERimulierung von M-
(Racl///RhoA--) bestimmt. Im Vergleichzu M- 5 j x OQ x1& @ntwarE pkaktjsch unver-
andert, wahrend die TNFa und die IL-6 Antwort der M- | 2-/RAgé\’-) erhbht waren. Mit

diesen Ergebnissen der Raclund RhoAabhangigen Freisetzung von proinflammatorischen und

@ FE

Al C

antiinflammatorischen ZytokinendurchM- 5 EET T AT EAOUO CAUEAI OA ET EAT

suchungen z. B. mit Yersien durchgefuihrt werden, um die pathogenetische Bedeutung der mik-

robiellen Modulation der Rho GTPasen auf die Wirtsabwehr bzw. Zytokinantwort zu analysieren.



Abstract

Toll-like Receptors (TLRS) recognize diverse patterns (proteins, lipoproteins, lipopolysaccha-

rides, nucleic acids) of microorganisms, viruses and host cells, which are able to induce intracel-

lular signaling cascades. These TLR agonists are known as PAMRghogenassociated molecular

patterns), MAMPs (microbeassociated molecular patterns) or DAMPs (damaggssociated mo-

lecular patterns). The stimulation of TLRs induces a signaling cascade that leads to specific, ago-
nist-dependent secretion of preinflammatory and anti-inflammatory cytokines. Pathogens have

developed different strategies, e.g. expression of virulence factors in order to avoid the recogni-

tion by immune cells and to bypass the host immune response. Gramgative enterobacteria like

Yersinig Salmonellaand Shigellainject effector proteins via their type 3 secretion systems (T3SS)

into the host cell. These effector proteins are able to modulate the activity of Rho GTPases. Until

now, T3SS effectors were analyzed regarding activation or inhibith of phagocytosis.

In this study, we investigated the role of Rho GTPases on the TLR signaling cascade and cytokine
response in primary murine macrophages. For this purpose, we used-®GISF differentiated bone

marrow derived macrophages (M- 5 Q A T-BSF 'diferentiated bone marrow macrophages

(GM- BQqQ xEOE CAT A AAl ARa& RhofRacl/RhdAd Cdca2ahd ahalyAed cy-

tokine secretion after PAMP (Pam3CSK4, LPS and CpG) stimulation. For conditional cell specific

gene deletions, mice with floxed gees for Rho GTPase were crossed with LysMCre mice. The ac-

tivity of the LysM promoter was examined in M- B AT A B' -1 A& -eGEP&Rockin mice. We
showthatinM- B AT A B'h- A  -dégendér®dene deletion of Rho GTPases can be in-

duced with high efficiency. Interestingly, GM- sh Al 01 ET 1T x1 A0 AT T A [ AOOT
cells (BMDC) that should not have LysM promoter activity, show a strong LysdGFP signal and

depletion of Rho GTPases. Since6Mz AOA 11 00 POI AAAIT U A [ EQGAA bPi b
ferentiated subpopulations of macrophages, a clear PAMPLR-signaling response cannot be ex-

pected. In addition to primary bone marrow cells, we used HoxB8 immortalized cells (Wargal.,

2006) of conditional knockout mice to investigate the cytokine secr@n pattern after PAMP stim-

ulation. Growth behavior and expression of surface markers is similar on primary and immortal-

ized macrophages (Rosast al., 2011) but the cytokine secretion pattern after TLR stimulation is

different in Rho GTPasalepleted cells Since immortalized GME - B A&l Of A EAOAOT CAT A
lation just as the primaryGM- B h  x A &l AGOAAN G TE60OEAO AUOI EET A OA
M-- B 2 AYapd M- Bj 2 E)comparedtoM- Bj xO0QqQ xA AAT T 1T OO0OAOA Al AA
therefore an important role in TLR signaling and cytokine response. Stimulation for 6 h of TLR2,

TLR4 and TLR9 with their specific agonists Pam3CSK4, LPS or CpG led to enhanced secretion of

IL-10 in M-- B} 2 A)Xgxcl. TLR2) and to enhanced secretion of {12 in M- B j 2 E-. Cyto-

kine secretion patterns after stimulation for 24 h with the specific TLRagonists was similar for

3



Abstract

M- Bj xO0Q AT A 2ET '-46AO0AgAAmGikedl i and, TLRI stimulation.

Yersinia enterocoliticainjects the Racl inhibitor YopE (RacIGAP) and the Rho GTPase inhibitor

YopT (proteolytic cleavage of @erminal prenylated cysteine membrane anchor, preferably

RhoA) via its T3SS, which leads to inhibition of Rho GTPases in phagocytes after bacterialamin

Therefore, we determined the cytokine pattern after TLR stimulation in M B j 2 A/RpoA--).
Comparedto M- B j x O -101Meshon3e,n M- i 2 A/RIpA--) was nearly unchanged, but

OEA 4. &46 refpbrie was enhanced. With these results of ®and RhoA dependent re-

lease of preinflammatory and anti-inflammatory cytokinesby M- h  ET FAAOQOET 6O AET 11
tigation e.g. with Yersiniacan be performed in order to analyze the pathogenetic significance of

microbial induced Rho GTPase modulatioan host defense or cytokine response.



1. Einleitung

1.1 Immunitat

Nach Charles Darwin ist mit der Entwicklung der Lebewesen auch ein Konkurrenzverhalten um
Lebensraumeentstanden, die durch diverse Abwehrstrategien verteidigt werden. Die am weitest
entwickelten Abwehrmechanismen haben warmblitige Tiere gegen Infektionserreger entwickelt.
Es besteht aus zwei Einheiten, dem angeborenen und dem erworbenen (adaptives) Immyss
tem. Beide Einheiten haben zelluldre und humorale Komponenten, durch die sie distinkte Funkti-
onen ausuben kdnnen, wobei beide Systeme sich auch gegenseitig beeinflussen kdnnen bzw. mit-
einander kommunizieren.

Die Infektionsabwehr lasst sich in zwei Phasennterteilen: Die Erregererkennung und die Erre-
gereliminierung. Dabei fungiert das angeborene Immunsystem als erste Barriere der Abwehr (un-
spezifische Sofortreaktion). Das adaptive Immunsystem hingegen braucht einige Tage, um anti-
genspezifisch auf den Errger, der die Infektion hervorgerufen hat, zu reagieren (Antikorper und
zellulare Abwehr) und ist auch in der Lage, bei einer zweiten Infektion mit demselben Erreger

schneller und verstarkter zu reagieren (Biswas and Mantonani, 2010).
1.1.1 Angeborene Immunitét

Zu den humoralen Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehéren das Komplementsys-
tem, Akutphaseproteine, Chemokine und Zytokine (Medzhitov, 2007). MonozytériMakrophagen

i -BQh $AT AOEOGEOAEA : Al1 AT | $#q ulifedKomgrehtdiddr UUOAT
angeborenen Immunitat. Diese Zellen erkennen ein breites Spektrum von molekularen Mustern,
sogenannten PAMPsHathogen Associated Molecular Patterrdie bei Mikroorganismen vorkom-
men. Allerdings werden auch PAMRhnliche Wirtszellbestandteile z.B. nach Zellnekrose freige-
setzt, die als DAMPsFanger Associated Molecular Patteyrbezeichnet werden. PAMPs und
DAMPs werden von Mustererkennungsrezeptoren, PRRPB4ttern Recognition ReceptoyqJane-
way, Jr., 1989), die sowohl auf der Obe#the als auch intrazellular von Wirtszellen exprimiert
werden, aber auch in die Umgebung oder ins Blut sekretiert werden (Janeway, Jr., 2002), detek-
tiert. Die Zellen der angeborenen Immunitat gehéren zum hamatopoetischen System, zirkulieren
in Blut- und Lymphgefallen und kdnnen das Gewebe infiltrieren. Dort kdnnen sie Erreger pha-
gozytieren und durch Ausschittung bestimmter Zytokine weitere Immunzellen anlocken und die
adaptive Immunantwort durch die Interaktion mit T- und B- Zellen im lymphatischen Gewebe in-
duzieren (Kumaret al., 2009). Alle Zellen des Immunsystems haben ihren Ursprung im Knochen-

mark. Wahrend der Hamatopoese entwickeln sie sich durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren

5



Einleitung

wie SCF &tem Cell Factgr GCSF Granulocyte Stimulating Factgr GMCSHGranulocyte Macro-
phage Colony Stimulating Factdioder M-CSF Macrophage Colony Stimulating Factpaus pluri-

potenten Stammzellen. Dabei unterscheidet man die lymphoide Linie (adaptives System), in der

sich B, T-, und NK (atural Killer)- Zellen entwickeln, und die myeloide Linie (angeborenes Sys-

tem), in der sich GranulozytenMakrophagen und Dendritische Zellen, aber auch Thrombozyten
und Erythrozyten bilden (Janewayet al., 2008, Rieger and Schroeder, 2007) (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Entwicklung von Immunzellen wahrend der Hamatopoese aus Stammzellen. Zellen der lymphoiden Li-
nie entwickeln sich aus CLPGommon Lymphoid Precursprdie der myeloiden Linie aus CMPJQommon Myeloid Precur-
sor). GMP Granulocyte Macrophage PrecursprMEP (Megakaryocyte Erthrocyte Precurso), MkP (Megakaryocyte

Precursol, ErP Erythrocyte Precursoy (nach Rieger and Schroeder, 2007).



Einleitung

1.2 Zellen der angeborenen Immunitét

1.2.1 Monozyten / Makrophagen

Monozyten kénnen aus dem Knochenmark in das Gefafl3system einwandern (Blutmonozyten) und
in lymphatische Organe sowie Gewebe auswandern (Makrophagen). Da inzwischen verschiedene
Differenzierungsstudien von Monozyten/ Makrophagen bekannt sind, soll hier dieallgemeine

I AEil oudbi ¢ - Ei 1 AAOCAT OAT AOGAT 3ETT CAAOAOAEOD
verteilt, dass sie korperfremde Stoffe und apoptotische Zellen aufnehmen und eliminieren (Mur-
ray and Wynn, 2011) und als Alveolarmakrophagen, Kupfferzellender Langerhanszellen durch
die Produktion von Wachstumsfaktoren die Homdostase von Organen regulieren kénnen (Geiss-
mann et al,, 2010). Als Antwort auf eine Entziindung sind sie durch Ausschuttung von Zytokinen
und Chemokinen in der Lage, weitere Zellen zuantziindungsherd zu locken. Die Vorlaufer der
Makrophagen sind Monozyten, die in der Blutbahn zirkulieren. Migrieren Monozyten durch das
Endothelium, differenzieren sie zu Makrophagen oder entsprechend der vorhandenen Chemo-
kine / Zytokine zu Dendritischen 2llen (Murray and Wynn, 2011). Es gibt Hinweise, dass Makro-
phagen ein breites Spektrum unterschiedlicher Phanotypen entwickeln kdnnen und damit funk-
tionell keine einheitliche Population bilden (Mosser and Edwards, 2008). Klassisch aktivierte
Makrophagen (ML Makrophagen) vermitteln die Immunabwehr durch Ausschittung proin
flammatorischer Zytokine und Erregerphagozytose. Alternativ aktivierte Makrophagen (M2 Mak-
rophagen) haben antiinflammatorische Wirkung, sind beteiligt an der Wundheilung und haben
regulatorische Funktionen (Abb. 1.2). Des Weiteren sind tumorassoziierte Makrophagen in der
Lage, die Antitumoraktivitat des Organismus zu unterdriicken (&hnlich wie M2 Makrophagen)
(Murray and Wynn, 2011).

x A
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a) Klassische Makrophagenaktivierung
(M1-Antwort)

b] Alternative Makrophagenaktivierung
(M2-Antwort)

IL-12
PAMPs IL-10
Ly S A gy
M1 Makrophage M2 Makrophage
IEN-y 114 basophiler
Granulozyt
O IL-13

neutrophiler
NK-Zelle Granulozyt eosinophiler

NK-Zelle Granulozyt

Abb. 1.2: Modell der klassischen und alternativen Akt ivierung von Makrophagen. Fir die Aktivierung von Mak-
rophagen werden zwei Signale benétigt. 1) die Erkennung von PAMA2athogen Associated Molecular Pattepnsnd 2)

AEA 30EI O1 EAOOT-aundIlE1B. a)Darchrdie Akévier@ng Xdurch PAMPs werde Chemokine ausgeschiit-

OAORh AEA )&.r DOI AOGUEAOAT AA AT T AT AT171TAEATh x1 AOOAE AO
fuhrt zur IL-12 Sekretion. b) Durch Aktivierung von noch unbestimmten Oberflachenrezeptoren kommt es zum Anlo-

cken von Immunzellen, die I-4 und IL-13 sekretieren, wodurch es zur alternativen Aktivierung von Makrophagen

kommt. Diese produzieren 11-:10. (nach Martinezet al., 2009).

1.2.2 Dendritische Zellen vs. Makrophagen und Granulozyten

Wie Makrophagen sind auch Dendritishe Zellen (DCs) und Granulozyten (PMNSs) professionelle
phagozytierende Zellen (Murray und Wynn, 2011). Man unterscheidet klassische und plasmazy-
toide Dendritische Zellen. Klassische DCs haben als unreife Zellen eine hohe Phagozytoseaktivitat,
geringe Migrationsfahigkeit und sekretieren Zytokine. Nach Aktivierung mit z.B. PAMPs wandern
sie zur Antigenpréasentation in FZellareale von Lymphknoten und Milz und bestimmen durch ihre
Zytokinsekretion die T-Zellantwort. Es sind kurzlebige, migratorische und 3Zell-regulierende
Zellen. Plasmazytoide Dendritische Zellen (pDCs) sind langlebiger als klassische (kDCs). Sie sind
wahrscheinlich spezialisiert auf virale Infektionen und produzieren bei einer Infektion massiv
Typ | Interferon. Es sind ebenfalls antigenpréasedrerende Zellen, die die TZell-Antwort kontrol-
lieren (Geissmannet al, 2010). Eine Unterscheidung von Makrophagen und Dendritischen Zellen
beruht auf der Expression von Oberflachenmarkern, wobei CD11c ein iMarker und F4/80 ein

- B-Marker ist. Dabei kanr# $ pp A AAAO AOAE AOE - O1T A &t17Tym
neutrophilen Granulozyten exprimiert sein (Hashimotoet al., 2011). Eine Unterscheidungn vivo

ist anhand folgender Faktoren laut Hashimot@t al. mdglich: 1) DCs entwickeln sich durch Stimu-

IEAOCOT ¢ T EO &I Oag, h

e~ N~ N z A

--GSF. M)DC A féhle/die] OfErfi@cbedmatkér iICX3CR1,
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M-CSF2 AUADOT Oh #$ppAh &t7Tymnm T AAO #$pxcAh x1 AAE AA}
miert ist. ll) DCs sind stéarker zur FZel-! EOEOEAOOT ¢ ET ndIX)D®Cs hageinAl O -
starkeres Potential, in Lymphknoten zu migrieren, als Makrophagen.

Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMNSs) enthalten zahlreiche charakteristische Gra-

nula und haben einen segmentierten Kern. Von den Blutgefaf3en aus transmigee sie entspre-

chend des Chemokingradienten, der vom Ort der Entziindung ausgeht, in das Subendothelium
(ves-Filho et al., 2008). Ihre Granula werden in primére oder azurophile, sekundéare oder spezifi-

sche und tertiare klassifiziert(Borregaard, 2010; Hashimotoet al., 2011). Dabei treten azurophi-

len Granula im Laufe der Entwicklung von PMNs als erstes auf und werden daher als primére Gra-

1T 01 A AARAUAEAET AO8 3EA EIT i1 AT AAMDéfeRdAne und Myelbper- 5 O O
oxidasen (MRD). Sie werden ausgeschiittet, nachdem Enzyme aus den spezifischen Granula frei-

gesetzt wurden. Die sekundaren oder spezifischen Granula kommen nur in PMNs vor und weisen

u.a. Lysozym, Kollagenasen und Laktoferrin auf. Tertidre Granula werden aufgrund dettelten-

den Gelatinasen auch als Gelatinase Granula bezeichnet. Eine der Hauptfunktionen von PMNs ist

der oxidative Burst, der einen antimikrobiellen Mechanismus darstellt (Nathan, 2006). Hierbei

wird nicht-mitochondrial Sauerstoff reduziert, wobei reaktiveradikale Sauerstoffintermediate

(ROIs) entstehen. Produkte des oxidativen Bursts sind Superoxid, Ozon oder Wasserstoffperoxid.

ROIs entstehen in PMNs und Makrophagen durch die NAD®ktidase 2 (NOX2), die aus mehreren
Untereinheiten (p67phox, p40phox, p47imox und Rac2 (zytosolische Untereinheit) und p22phox

und gp91phox (membrangebundene Untereinheit) besteht. Durch die Phagozytose von Mikroor-
ganismen wird NOX2 in der Phagosomenmembran aktiviert (Winterbourn, 2008). Daraufhin wer-

den Elektronen von NADPH (bedie Membran transportiert, um Sauerstoffradikale zu erzeugen,

die weiter zu Wasserstoffperoxid reagieren kénnen. Die Myeloperoxidase katalysiert anschlie-

Bend die Reaktion von Wasserstoffperoxid und Chlorid (§lzu Wasser und Hypochlorid (OC),

das hochreaktiv Amine in antimikrobielle Chloramine umwandelt.

1.3 Rezeptoren der angeborenen Immunitat

Die Zellen des Immunsystems erkennen PAMPs durch die Expression unterschiedlichster PRR. Zu
den PRRs gehtren membrangebundene (zytoplasmatischmnd endosomale Membran) TLRs
(Toll-Like Receptorsund zytoplasmatische PRRs wie die (RIG)Familie (Retinoic Acidinducible
Genel) und die NLRFamilie (Nucleotid Oligomerization Domain Like RecepjoPAMPs kdnnen
Uber die entsprechenden PRRs eine Sigitransduktionskaskade aktivieren, die zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine, Chemokine und Interferon (Janeway, Jr. and Medzhitov, 2002, A-
kira et al., 2006, Medzhitov, 2007, Beutleet al., 2009) sowie zur Aktivierung cestimulatorischer
Rezeptorenfuhrt. Dartber hinaus kann der proinflammatorischen PAMP/TLRAntwort eine anti-

inflammatorische folgen.
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1.3.1 Toll-Like Rezeptoren

Toll-Like Rezeptoren sind evolutionar konservierte Transmembranrezeptoren. Der Name leitet
sich vom Toll-Gen ab, das in deEmbryogenese von Drosophila melanogaster eine Rolle spielt
(Anderson et al., 1985). Im Embryo der Fruchtfliege ist dieser Rezeptor verantwortlich fur die
Ausbildung der dorsaventralen Achse. Im adulten Tier fuhrt die Aktivierung zu einer intrazellu-
laren Signalkaskade und damit zur Ausschittung antimikrobieller Proteine.

TLRs sind Typl transmembrane Glycoproteine, die aus einer trimodularen Struktur aufgebaut
sind. Die extrazellulare Nterminale Domane enthalt etwa 1628 leucinreiche Wiederholungen
(LRR), wobei jede Wiederholung aus 20 Aminoséduren mit dem konservierten Motiv
LxXLXLxxN besteht (Kumaret al., 2009). Die transmembrane Doméane verankert den Rezeptor in
der Membran und die intrazellulare Gterminale Domane wird aufgrund ihrer Homologie zur int-
razellularen Doméane des IL1 Rezeptors als Toll/Il-1 Rezeptor (TIR) Doméne bezeichnet. Sie ist
wichtig fiir die nachfolgende Aktivierung von Signalwegen durch die Interaktion mit verschiede-

nen Adaptermolekilen und Kinasen (Kawai and Akira, 2010).

TLR

Leucinreiche
Wiederholungen

i
LU LLLL

PlasmamemBran

Box 1
Box 2
r = Ton/iL-1r
Domane
Box 3

Abb. 1.3: Schematischer Aufbau von TLRs. Die extrazellulare Doméne der TLRs besteht aus leucinreichen Wiederho-
lungen, die fiir die PAMPErkennung wichtig sind. Die intrazellulare Domane wird aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur int-
razellularen IL-1R-Doméne als TIR (®ll/IL -1R) Doméne bezeichnet und ist charakterisiert durch drei homologe Regi-
onen (Box 1, 2, 3), in denen die Interaktion mit Adaptermolekdlen stattfindet. (nach Akirat al., 2004).

Beim Menschen sind 10 und in der Maus 12 TLRs bekannt, wobei T:-RIR9in beiden Spezies
konserviert sind (Kawai and Akira, 2010). TLR10 ist in der Maus aufgrund einer retroviralen Ver-
anderung des Genoms nicht funktionsfahig und TLR11, TLR12 und TLR13 sind im humanen Ge-
nom im Laufe der Evolution verloren gegangen (Kawai anélkira, 2010). Jeder TLR erkennt spe-

zifische PAMPs von Viren, Bakterien, Pilzen oder Parasiten (Akira et al., 2006). Sie kbnnen auf der
10
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Zelloberflache (Zytoplasmamembran) exponiert sein, aber auch in intrazellularen Vesikeln (En-
doplasmamembran), wie Endoplamatisches Retikulum, Endosom, Lysosom und Endolysosom
(Blasius and Beutler, 2010). Auf der Zelloberflache exponierte TLRs sind TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5,
TLR6 und TLR11. Sie erkennen hauptséachlich mikrobielle Membranbestandteile. Die TLRs 3, 7, 8
und 9 sind intrazellular in Vesikelmembranen lokalisiert und erkennen bestimmte DNAund
RNASequenzmuster. TLRs sind auf unterschiedlichsten Immunzellen sowie auf nicht Immunzel-
len wie Fibroblasten, Epithelzellen oder Keratinozyten exprimiert (Kawai and Akira, 2007)Eine
Zusammenfassung Uber die Lokalisation der TLRs, ihre Liganden und die Adapterproteine ist in

Tabelle 1.1 aufgelistet.

Tab. 1.1: Arten von Toll -like Rezeptoren. Aufgelistet sind ihre Lokalisation, ihre Liganden, sowie die am Signalweg
beteiligten Adapterproteine (nach Akiraet al., 2006 und Blasius and Beutler, 2010).

TLRs Lokalisation Ligand Adapterprote-
ine
TLR1/TLR2 Zelloberflache Triacetylierte Lipoproteine, Tirap, MyD88
CoFaktor CD14 Grampositive Bakterien
TLR2 / TLR6 Zelloberflache Diacetylierte Lipoproteine, Tirap, MyD88
CoFaktor CD14 Gram-positive Bakterien
TLR3 Endosom DoppelstrangRNA (dsRNA), Trif
Polyinosin:Polycytidylsdure
(Polyl:C)
TLR4 Zelloberflache Lipopolysaccharid (LPS), Tram, Trif, Ti-
CoFaktor CD14, Gram-negative Bakterien rap,MyD88
MD2
TLR5 Zelloberflache Flagellin MyD88
TLR7Y Endosom EinzelstrangRNA (ssRNA) MyD88
TLR8 Endosom EinzelstrangRNA (ssRNA) MyD88
TLR9 Endosom Cytosin-Phosphatidyk MyD88
Guanin DNA (CpG DNA)
TLR11 Zelloberflache UropathogeneBakterien MyD88
TLR13 Endosom Vesikular Stomatitis Virus MyD88
(VSV)

11
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1.3.2 Toll-Like Rezeptorsignalwege

TLRs sind home oder heterodimere membranstandige Rezeptoren. Nach der Bindung spezifi-

scher PAMPs an den jeweiligen Rezeptor werden Signalwegrageschaltet, die zur Freisetzung
inflammatorischer Zytokine, zur Hochregulation cestimulatorischer Molekuile und zur Induktion

von Typ | Interferon (IFN) fihren kénnen (Kawai and Akira, 2007). Hierzu werden Adaptermole-

kule zum Rezeptor rekrutiert, die eire TIRDomane enthalten wie MyD88 Myeloid Differentiation

Primary Response Gene )38 irap (auch Mal MyD88 AdapterlLike)) Toll-Interleukin 1 Receptor

Domain Containing Adaptor Protein das durch eine Nterminale PIP, Bindedomane an der Plas-
mamembran lokalisiert ist und MyD88 an die Membran rekrutiert (Kagan and Medzhitov, 2006),

Trif(4) 2 $T 1T AET #1 1 OAET ET )und Thrk prariReateyl AdapgioA MdleGule) & . 1
Alle TLRs bis auf TLR3 nutzen als AdaptermolektdyD88. TLRSignalkaskaden fuhren zur Akti-
OEAOOT ¢ AAO 4 0AT OE QécBaD Edctbr GaRpabghtiChamEnhatadet Of Acti-

vated B Cellsund der MAP Kinasenlitogen Activated Protein Kinagg ERK, JNK und p38). TLR3

und TLR4 kénnen Trif rekrutierAT h  xAO UOO | EOEOEAOOI C OI1 . &f"h
IRF3 (nterferone Regulatory Factor fuhrt. Durch die Aktivierung von IRF3 kommt es zur Indu-

zierung von Typ | IFN.

Durch die Interaktion der TLRs mit MyD88 kommt es zur Rekrutierung von Molekuieder IRAK
(IL-1R-Associated KinageFamilie. Nach ihrer Phosphorylierung dissoziieren sie von MyD88, um

mit TRAF6 (TNF ReceptoAssociated Factdrzu interagieren. TRAF6 interagiert dann mit TAK1

(TGF Activated Kinagaund TAB1/TAB2 (TGF Activated KinaseMAP3K?7 Binding Proteih Dieser

Komplex wandert ins Zytoplasma, wo es zur Lysiné®olyubiquitinylierung und damit zur Akti-

vierung von TAK1 kommt. TAK1 ist eine MAPKKK (MAP Kinase Kinase Kinase) und aktiviert nach-

Al 1T CAT A AAT )-komplax,)wpdlO A+EE TAAOADOO O0ET OPET OUI EAOODT C
AAT EO UOO &OAEOAOUOT ¢ O1TT .&f"h AAO Al O 40A7T OEO
pression von inflammatorischen Genen hochreguliert. Neben der Aktivierung von IKK ist der TAK

TAB Komplex ebenfalls wibtig fur die Aktivierung von MAP Kinasen, die zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 fuhren. Des Weiteren kommt es zur Aktivierung der PI3K (Phos-
phatidylinositol -3 Kinase), die wahrscheinlich MyD88 und Traf6 nachgeschaltet ist. Im Folgenden

wirdAkO | AGAE 0+" j0OT OAET +ET AOA "qQq DEI OPEI OUI EAC
Translokation in den Kern wichtig zu sein scheint (Dauphinee and Karsan, 2006), dabei soll Akt

Poy AAERT CEC )++5 AEOEOEAOAT R x| AdAlgsddnGineUdO 0 E
Or1 .&f" OI xEA TAAEAI I CATA UO AETAO OAOOOROEOAI
kommen soll (Madrid et al., 2001).

Neben dem MyD88abhéngigen Signalweg gibt es den Trdbhéngigen Signalweg. Dieser wird

durch TLR3 und TLR4 &tiviert und fuhrt ebenfalls zur Induktion inflammatorischer Zytokine.

Dazu bindet Trif direkt an Traf6. Trafé bindet dann auf wahrscheinlich ahnliche Art und Weise,
12
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wie im MyD8SAAERT CECAT 3 ECT Al xAC AAOAEOEAAAT h AT 41! +p
und Uber die MAPK zur Aktivierung von APL kommt. Trif kann ebenfalls an Ripl binden und ei-

nen Multiproteinkomplex mit Tradd, Traf6é und Pellino-1 bilden, wodurch es Lysin63ubiquitiny-

liert von Ripl kommt. Daraufhin kommt es zur Aktivierung von TAK1 und zur Kivierung von

.&f" OTA -10+ j+AxAE AT A | EEOAh c¢nnx-@8hrtddAAT AAq
Trif-abhangige Signalweg auch zur Aktivierung von IRF3 und damit zur Transkription von Typ |

)T OAOEAOT T8 (EAOUO xEOA AEIT1 zuni AddpierfraieinATaX @ekrd O A /o h
tiert, wodurch es zur Phosphorylierung von IRF3 und seiner Translokation in den Kern kommt.

TLR4 ist damit der einzige TLR, der sowohl den MyD88 abhangigen als auch den Trif abhéngigen
Signalweg nutzt und damit zwei unterschedliche Signalwege aktiviert (Kawai and Akira, 2010),

xAO xEAEOEC EOOh Oi AETA OOAAEI A .&[" OTA -10 +E
folgend die Induktion inflammatorischer Zytokine zu ermdglichen (Kawai and Akira, 2011). Fur

die TLR4Signalweaye ist weiter beschrieben, dass fir die optimale Expression von-12 (Perera

eta8h ¢nmpqg O1 A 4et&l, 20014, ®)FEehiKOipiEEdud TLR4/CD14/MD2 und
CD11b/CD18, Hitzeschockproteinen 70 und 90, Chemokinrezeptor 4 und GDF&r¢wth Differen-

tiation Factor 5 vorliegen muss. Dieser Komplex bildet sich ihipid rafts durch die LPSvermit-

telte Rekrutierung von TLR4, MD2 und CD11b/CD18 (Triantafiloet al., 2001a, b).

13
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Abb. 1.4: TLR und ihre nachfolgenden Signalwege. Dargestellt sind die verschiedenen TLR, ihre Lokalisation, sowie
die Adaptorproteine und nachfolgende SignalkaskadéRF (nterferone Regulatory Factoy, IRE (nterferone Responsible
Element3, NEMO (IKK). (nach Kumaret al, 2009 und Kawai and Akira, 200).

Zellkern

Da die TLRSignalwege starke Immunreaktionen hervorrufen, ist es notwendig, mdgliche inflam-
mationsbedingte Gewebeschaden zu vermeiden. Dies geschieht z.B. durch inhibitorische Signal-
wege (Luet al., 2008). Auf der Zelloberflache sind die Molekille RB5 (Radioprotectiv 105 (Di-
vanovic et al., 2005), Il-:1R1 (Brint et al., 2004) und SIGIRRSingle Immunoglobulin IL1Related
Moleculd (Qin et al., 2005) exprimiert, die beispielsweise die TLRAktivierung hemmen. Dies
kann entweder durch kompetitive Hemnung, durch Verhinderung der TLR4Rekrutierung zur
Membran oder durch Inhibierung der Bindung an MyD88 erfolgen (kompetitiv). Des Weiteren
kann TRIAD3A {riad Domain Containing Protein 3 variant A eine Ubiquitin-E3-Ligase die De-
gradation von TLR4 und weieren Signalmolekilen begtinstigen. SO€Sst ein Zytokinregulator,
der den Jak/STATSignalweg hemmt, und in der Lage, die Ubiquitinylierung von TIRAP zu indu-
zZieren, was zur Herunterregulierung des LP$duzierten Signals flhrt (Mansellet al., 2006). Int-
razellulare negative Regulatoren wie IRAKM (Wescheet al., 1999), IRAK2c (Hardy et al., 2004)
und MyD88s (Burnset al., 2003) sind wahrscheinlich Splicevarianten, die die Signalweiterleitung

durch Domanenverlust hemmen.

14
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1.3.3 Uberlagerungen von TLR-Signalwegen und G-Protein -vermittelten Signalwegen

Fur eine effektive Immunantwort sind Uberlagerungen Crosstall zwischen TLRvermittelten
Signalkaskaden und Signalwegen, die durch andere Rezeptoren vermittelt werden, unerlasslich.
Dabei kann es sik um synergistische und antagonistische Effekte handeln (Hildebranet al.,
2012). TLRSignalwege werden von &rotein-vermittelten Signalwegen Uberlagert, die ebenfalls

in der Lage sind, Zytokinsekretion zu regulieren. Heterotrimere ®roteine bestehena® AE-1 A O
Untereinheit (GQ OT A AET AO AUkterdinbdit (GE)Amd@Mdie Bindung eines Ligan-
den an den @Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) geschieht der Austausch von GDP zu GTP an
derG-51 OAOAET EAEOR x1 AOOA EUnk@Gnheitddd GSkérnd. lURRBhArQIE T 1
voneinander konnen beide Untereinheiten verschiedene Signalkaskaden aktivieren. Durch die
Dephosphorylierung von G kommt es zum Terminieren der Aktivierung von Signalkaskaden und
zur Reassemblierung des heterotrimeren &roteins. Aufgrund der Stimulierung der Adenylatcyc-
lase, vermittelt durch die G-Untereinheit, kann man inhibitorische und stimulatorische G-Un-
tereinheiten (G, aind G ) unterscheiden. Die Adenylatcyclase katalysiert die Bildung von cAMP
aus ATP. cAMP aktiert im Folgenden die Proteinkinase A (Braun and Kelsall, 2001). Pathogene
Bakterien sind in der Lage, durch Toxine die-Brotein-vermittelten Signalwege zu ihrem Vorteil

zu hemmen oder zu aktivieren und so die Immunantwort des Wirtes zu verandern. Choléoxin
beispielsweise hemmt die GTPasAktivitat von G, {Braun and Kelsall, 2001), Pertussistoxin ist
ein Inhibitor von G, §Braun and Kelsall, 2001) und Pasteurella multocida Toxin ist ein,@Aktiva-

tor (Hildebrand et al., 2012). Aufgrund der Eigenschafte dieser Toxine konnte nachgewiesen
werden, inwieweit GPCR antrosstalkmit TLR-Signalwegen beteiligt sind und welche Auswirkun-
gen dieserCrosstalkhinsichtlich der Sekretion von Zytokinen hat. So wurde nachgewiesen, dass

in humanen Monozyten und Dendriti€hen Zellen, die mit Choleratoxin behandelt und mit LPS

AAC

stimuliert wurden, die ProduktionvoniL-p ¢ OT A 4. &) CAEAI 1 O xAO j " OAOI

die IL-10 Produktion jedoch erhéht und IL-:6 unbeeinflusst blieb (Kraanet al., 1995). Stimulatori-

sche Gsind also in der Lage, die TLfduzierte ProduktionvoniL-p ¢ OT A 4. &1 UO AEEOA

tussistoxin als Inhibitor der inhibitorischen G,-Untereinheit kann die IL-12 Sekretion in LPSsti-
mulierten primaren Monozyten férdern (Hildebrand et al., 2012). MCPL (CCL2 und C5a (Ana-
phylatoxin) sind Agonisten von G gind in der Lage, die IE12 Produktion in Monozyten zu hem-
men (Braun and Kelsall, 2001). Ebenfalls hemmt de&asteurellamultocida -Toxin als Aktivator
von G die IL-12 Produktion (Hildebrand et al., 2012).Hinter der Hemmung der 1:12 Sekretion
in Monozyten sollen nach Hildebrandet al. zwei Mechanismen stecken. Zum einen kommt es
durch die Aktivierung der G Untereinheit zu verminderter cAMP Bildung und damit zu vermin-
derter Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Die PKA kann den Transkriptionsfaktor CREB
(cAMPResponse ElemeiBinding Proteir) aktivieren (Hildebrand et al., 2012), der die Transkrip-

tion cAMP-abhangiger Gene, u.a. 110, ein Inhibitor der IL-12 Sekretion, férdert. Zum zweiten
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kommt es durch die Aktivierung von G zur Aktivierung der PI3K, die Akt phosphoryliert. Akt
fuhrt zur Phosphorylierung von JNK und JK hemmt die Expression voril-12 (Hildebrand et al.,
2012).

1.4 Zytokine

Nach TLRI EOEOEAOOI ¢ AOOAE 0! -00 Eii1 0 AO xEA 1T AAI
MAP Kinasen und folglich zur Transkription von Zytokinen und Chemokinen. Zytokine sind Iésl

che Proteine, die nach der Sekretion an Zytokinrezeptoren von Zellen binden und sowohl autokrin

als auch parakrin Zellen des angeborenen aber auch des erworbenen Immunsystems auf be-
stimmte Art und Weise beeinflussen, so dass es durch Bindung von Zytokinean oxidativem

Stress in Zellen oder zur weiteren Freisetzung anderer Zytokine kommt. Zytokine kénnen auf-
grund ihrer Struktur in Familien eingeteilt werden. Unter anderem unterscheidet man die Zyto-

kinfamilie 1 und Il, die TNF Tumor Necrosis FactgrFamilie und die IL-1 (Interleukin-1) Familie.

1.4.1 Zytokinfamilie |

Zur Zytokinfamilie | gehoren unter anderem 116, die IL-12 Familie, GMCSF und Erythropoetin.
Charakterisiert sind diese Zytokine durch vier alpheHelices. Klasse | Zytokine sind oftmals uol-
viert in die Expansion oder Differenzierung von Gewebe (Huisingt al., 2006). Dabei ist GMCSF
wichtig fur die Expansion von myeloiden Vorlauferzellen wahrend der Aktivierung des Immun-
systems, Il-4 und IL-12 fiir die Differenzierung von ThO Zellen in TB bzw Th1 (Nelmset al., 1999;
Watford et al., 2003).

1.4.1.1 Interleukin -6

IL-6 ist ein Glycoprotein, das von einer Vielzahl Immunzellen aber auch von Endothelzellen, Fib-
roblasten und Epithelzellen gebildet wird. 1-6 ist notwendig fur die IL-21-Produktion durch
T-Zellen, was dann die Differenzierung von £ellen zu antikérperproduzierenden Plasmazellen
anregt. IL.-6 defiziente Mause produzieren nach einer Infektion weniger Immunglobulis, wobei
die Immunglobulin M-Produktion normal ist (Kopf et al., 1994). Durch 16 kommt es ebenfalls
zur Stimulierung von T-Zellen. Dariiber hinaus ist IL6 beteiligt an der Hamatopoese, durch Anre-
gung der Proliferation pluripotenter Vorlauferzellen und Differenzierung von myeloiden Vorlau-
ferzellen in Granulozten und Makrophagen (Taga and Kischimoto, 1997). 1& wirkt ebenfalls auf
Nicht-Immunzellen, indem es z.B. in der Leber die Produktion vor-i@aktivem Protein, einem

Akutphaseprotein, anregt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass-@_liber die Bindung an denll-6R

16

b~



Einleitung

Jak/STAT3abhéangig die TLREXxpression steigern kann. Diese geschieht als positive Rickkopp-
lung und soll dazu dienen, die Entziindungsantwort zu verstarken (Mansell and Jenkins, 2013).
STAT3 und p65 kdnnen einen Transkriptionsfaktorkomplex bilden, derig Expression von RAN-
TES (CCL5) induziert, welches STAT3 alleine nicht induzieren kénnte (Yagtgal., 2007). Dieser
positive Rickkopplungseffekt ist jedoch zelltypabhangig. In H6-defizienten M&usen konnte nach
LPSinduzierter Lungenentziindung gesteigereé Expression von TLR2 und TLR4 nachgewiesen
werden. Jedoch konnte der Zelltyp, in dem es -l-abhangig zur verminderten Expression von

TLRs kommt, nicht eindeutig bestimmt werden.

1.4.1.2 Interleukin -12

IL-12 ist ein heterodimeres Zytokin, das aus einer-Kette (p35, gehort zur Zytokinfamilie 1) und

A ET Xeéite (p40) besteht. Beide Untereinheiten sind kovalent miteinander verbunden und bil-

den das aktive 1l:12 (IL-12p70). IL-12 wird von antigenprasentierenden Zellen durch mikrobielle

Stimuli induziert und sekretiert. ILp ¢ ET AOUEAOO AEA 3 AEeeAdnBaiir- OT T ) &
lichen Killerzellen und ist damit ein wichtiger Faktor fur die Ausbildung der Thl Antwort. 1E12

wirkt proinflammatorisch und prostimulatorisch (Vignali and Kuchroo, 2012).

1.4.2 Zytokinfamilie Il

Zur Klasse Il Zytokine gehort die 1E10 Familie und die IFN Familie (Typ | und Il IFN) (Pestkat

al., 2004). Die 11-:10 Familie kann aufgrund ihrer unterschiedlichen Funktionen weiter unterteilt
werden in drei Subklassen. Zu der erste8ubfamilie gehort IL-10, das hauptséchlich die exzessive
Immunantwort unterdriickt. Die zweite Gruppe ist die [l-20 Subfamilie, zu der die Zytokine 1419,
IL-20, IL-22, IL-24 und IL-26 gehoren (Seet al., 2007). Diese Zytokine wirken in erster Linie auf
verschiedenste Epithelzellen. Sie induzieren die Sekretion von antimikrobiellen Chemokinen wie
Defensinen und CTyp Lektin, um sie vor der Invasion extrazellularer Erreger zu schiitzen und
unterstiitzen Wundheilungsprozesse sowie die Wiederherstellung von gesédigtem Gewebe
durch Anregen der Proliferation und Hemmung der Apoptose (Ouyangt al., 2011). Die dritte
Subfamilie ist die Typ Il IFN Gruppe (IFN Qh UO AA O -Z8& A-28BukilILR2Ede- ) ,
ren (Foxet al., 2009). Diese Zytokine induzieren aHiche antivirale Immunantwort wie Typ | IFN,
wirken aber hauptsachlich auf Epithelzellen (Uze and Monneron, 2007). Zusammen mit Typ | IFN
verstarken sie die antivirale Immunantwort. Die zentrale Funktion der IE10 Familie ist inre Rolle

im Schutz des Geweds des Organismus, dabei verhindern sie sowohl exzessiven Gewebeschaden

als auch ein UberschieRen der Immunantwort (Ouyangt al., 2011). Klasse Il Zytokine sind im
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Gegensatz zu Klasse | Zytokinen daran beteiligt, den Schaden fiir den Organismus nach direr

fektion zu minimieren (Krause and Pestka, 2005).

1.4.2.1 Interleukin -10

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin, das zuerst 1989 beschrieben wurde. Es unterdriickt
inflammatorische und autoimmune Reaktionen. Obwohl das Fehlen von-Il0 meistens zu éer
besseren Beseitigung von Erregern fuhrt, kann es auch zu chronisch entziindlichen Erkrankungen
fuhren (z.B. kann die IE10 knockoutMaus Colitis entwickeln). Das zeigt, dass die Funktion vor-IL
10 von keinem anderen Zytokin tbernommen werden kann und.t10 damit nicht redundant ist

i 3AOAEOA AT A /-10 Wikl SavdhhvoncZallprr€ssadaptiven Immunsystems (unter
anderem Thl, Th2, regulatorischen ¥Zellen und BZellen) als auch von Zellen der angeborenen
)i i OT EOROR O OAO A Ttikidhéniilleradlien (NK§ en@BMNs dgebildet. Bs ver-
starkt die Differenzierung von IL-10-sekretierenden regulatorischen FZellen und hindert DCs da-
ran, Thl zu aktivieren. Des Weiteren fuhrt IEL0 zur Abschwéachung der Entziindungsreaktion
durch Hemmung der- AEOT DPEACAT AE OE GeEaf, 0998).@ie ERKaNG A3B-GbAdN-
ggelbpm 001 AOEOET1T EATT AOOAE )&.r CAEAIT O xAOAAI
-10+ AIEOO )&.r AOAE UODUAEOQCEDEAODDEAN@EAHemEBAOGA ¥
mung des PI3K/AktSignalweges (Het al., 2006). Dadurch wird die Bindung von AR (Activator
Protein) an den Il-10 Promotor inhibiert und die IL-10 Produktion unterdriickt (Hu et al., 2006).
IL-10 kann durch IL-10 selbst reguliert werden, zum einen negativ durch Aktivierung von DUSP1
(Dual Specificity Phosphatase) Lind nachfolgender p38inaktivierung, wodurch die IL-10-Pro-
duktion gehemmt wird (Hammer et al., 2005). Die Regulation kann aber auch positiv sein durch
die Hochregulierung von Tpl2(Tumor Progression Locus)2wodurch eine positive Riickkopp-
lungsschleife fiir die 11-10-Produktion entsteht (Langet al., 2002). Ebenfalls wurde beschrieben,
dass IL-10 seine eigene Transkription STAT3Signal Transducer and Activator of Transkription)3
abhéngig durch Hochregulierung von Tpl2 und damit verbundener ERKektracellular Signal Re-
gulated Kinasg-Aktivierung induziert (Stapleset al., 2007). Durch die Aktivierung des Jak/STAT
Signalwegs, besonders STAT3 wird auch die Sekretion proinflammatorismhZytokine durch IL-

10 unterdrickt (Takedaet al., 1999).
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l STAT3

Abb. 1.5: Positive und negative Ruckkopplungen fir die Regulation von IL  -10. TLR-abhangige Signale aktivieren

MAPK, diedieltp 1 %D OAOOET T AEOE OE A-0duhtérdriockhvier AMAG O AEEAT)1&8. ) &Q1TrA BATT Al
ren mit dem PI3K-Signalweg interferieren und die AKtOA OT EQOOAT OA )1 AEGEOEA Aldineriedti T ' 3+o0r7
einer autokrinen positiven Regulation durch Aktivierung von STAT3 und Aktivierung von Tpl2. (nach Saraiva and

O Garra, 2010).

1.4.3 TNF Zytokinfamilie

Die Mitglieder der TNF Tumor Nekrosis Faktor Zytokinfamilie sind trimere l6sliche Proteine wie

4. &1 OTA 4.&r O1 A | AAOUjakt bdeARADKL Rechior Activatdt f & A O
NFkB Ligand. Sie zeigerSequenzhomologien hauptséchlich im Bereich, der fur die Trimerisie-

rung verantwortlich ist. Im Gegensatz zu ihrer Strukturahnlichkeit zeigen Mitglieder der TNF Zy-
tokinfamilie teilweise gegensatzliche biologische Funktionen. TRAIT(NF Related Apoptosis Indu-

cing Ligand und FasLigand induzieren hauptsachlich Apoptose, wobei CD40igand Apoptose

verhindert und die Zellproliferation antreibt.
p8180c8p 4. &)
4. 8] xEOA UOF@mMdelidt Aésd &g Oil EACO | Al AOAT CAABT AAT

TACE [TNFy-Converting Enzymgin die aktive Form gespalten. TACE ist eine Protease, die zur

ADAM (A Disintegrin And MetalloproteageFamilie gehdrt und ebenfalls membrangebunden vor-

liegt (taietal8 h c¢nmnpQ8 4. &1 xEOA OI 1 AET Kéne&zbndind E1  OT 1
produziert. Dazu gehéren Makrophagen und Lymphozyten, aber auch Keratinozyten und Fib-
Ol A1l AOOAT 8 $OOAE AEA | OOOAEI 600T ¢ O1TT1T 4.&; ETITIC

phozyten und Leukozyten, zur Ausschittung von Akutphaseproteimeund Fieber, zur Zellprolife-
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OAOCETTh : Al 1 AEEAAEAOAT UEAOOT ¢ OT A ' i bOT OA j 40AAAL
schiedliche Rezeptoren, TNFRITNF Rezeptor Lund TNFR2 TNF Rezeptor Rbinden. Die Bin-

dung des Liganden an den Rezeptor fuhrt zur Tmerisierung des Rezeptors und zur Rekrutierung

von spezifischen Adaptermolekilen. Die unterschiedlichen Effekte von TNFR1 und TNFR2 wer-

den durch Aktivierung unterschiedlich rekrutierter Adaptermolekile hervorgerufen. Zum einen

wird an den TNFR1 TRADDTINFRL Associated DEATH Domairekrutiert, woran RIP1 (Receptor

Interacting Protein 1), TRAF2 oder FADD binden kdnnen. Hierbei fiihrt die Bindung von RIP1 und

421 &¢ UOO ' EOEOEAOOT Cc O1T .&f"8 &!$%$ EET CACAT E/
bindet TRAF20T A &£i EOO UOO ' EOEOEAOOT ¢ OfF 1-Signatwpede hg- " AOA
AAT AAAT EA1 1 O %ET £ 600 AOALE AEA -1 OPEI Il 1-8kkA AAO

vierung von Fibroblasten zunéchst die Rho GTPase Cdc42 aktivieren, wodurch es zustildung

von Filopodien kommt. Im Folgenden wurde auch die Aktivierung der Rho GTPasen Racl und

RhoA beobachtet (Pulst al8 h  p w w estih@ilierte .E&dpthelzellen rekrutieren aktives Racl

und NOX2 NADPH Oxidase)2zur Spitze von Zellprotrusionen, woduré es zu Veranderungen des
Zytoskeletts kommt. Dabei spielt die Bildung von ROI eine Rolle, denn werden ROI beseitigt,
EIii 60 AO TEAEO |1 AEO UOO - ECOAOQET 1-Sigddiviegewlr Ard- OE AT UA
duktion von ROI fuihren (Van Buukt al., 2005; Mathew et al., 2009).

1.5 Rho GTPasen

Rho (Ras Homologue ProteingGTPasen gehoren zur Superfamilie der RaR#t sarcoma-ver-
wandten kleinen GTPasen. Sie kommen in allen eukaryotischen Zellen vor und fungieren als in
trazellulare Regulatoren in diversenSignalwegen (Van and Souz8chorey, 1997). Die ersten Un-
tersuchungen der drei wichtigsten Mitglieder der Familie der Rho GTPasen RhoRas Homologue
Gene Family Member)ARacl Rasrelated C3 botulinum toxin substrate)lund Cdc42 Cell Division
Cycle 42 haben gezeigt, dass sie eine wichtige Funktion in der Regulation des Zytoskeletts haben
(Hall, 1998). So ist eine Aktivierung von RhoA verantwortlich fiir die Induzierung von Stressfa-
sern, aktives Racl bewirkt Lamellipodienbildung (undnembrane ruffle und Cdc42 fihrt zur Bil-
dung von Filopodien (Hall, 1998). Des Weiteren haben Rho GTPasen u.a. Funktionen wahrend der
Zellteilung, der Migration und Adhasion und der Transkription. Eine Auflistung tUber die Funktio-
nen ist in Abb 1.6 dargestellt.
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Aktinzytoskelett
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Abb. 1.6: Die Funktion der Rho GTPasen in der Zelle. Rho GTPasen sind an unterschiedlichsten zellularen Prozessen
beteiligt. (nach DerMardirossian andBokoch, 2001).

Die Familie der Rho GTPasen umfasst 23 Proteine (Tybulewicz and Henderson, 2009). Auidru
der Sequenzahnlichkeit kobnnen die Proteine, wie in Abb 1.7 dargestellt, in sieben Subfamilien ein-
geteilt werden. Dabei gehdren die bekanntesten Vertreter RhoA, Racl und Cdc42 zu jeweils einer
eigenen Subfamilie (Rheihnlich, Rae&hnlich und Cdc42&hnlich). Des Weiteren gibt es die Sub-
familie der Rnd Rhorelated GTRbinding Protein Family-ahnlichen und der RhoBTBBTB-Broad
Complex/Tramtrack/Bric-a-brac Domain-ahnlichen GTPasen. Diese sind insofern atypische
GTPasen, dass sie im Gegensatz zu den Rho GTPasen uberwiegend mit GTP gebunden vorliegen
und wahrscheinlich tiber Wege der Expression, Phosphorylierung oder Stabilitat reguliert werden
(Chardin, 2006; Tybukwicz and Henderson, 2009). Die Funktion der atypischen Rho GTPasen ist
noch nicht vollstandig geklart. Fiir RhoBTB ist eine mégliche Rolle als Tumorsuppressor beschrie-
ben (Hamaguchiet al., 2002). RhoBTB bildet mit Cullin3 und RbxIRingbox protein ) einen Kom-
plex, der als UbiquitinE3-Ligase fungiert, wobei bislang nicht bekannt ist, welche Substrate
ubiquitinyliert werden (Wilkins et al., 2008). Von Rnd Proteinen ist bekannt, dass sie an der Re-
gulierung des Zytoskeletts beteiligt sind (Chardin, 2006). Ifribroblasten und Epithelzellen z.B.
sind Rnd Rho GTPasen mit Cadherinen in Desmosomenlgkalisiert, jedoch ist nicht bekannt, ob

sie hier eine aktivierende oder inaktivierende Funktion haben.
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Abb.1.7: Die Familie der Maus Rho GTPasen mit Verwandtscha ftsbeziehungen. Der Phylogenetische Baum zeigt
die 23 Mitglieder der Maus GTPasen. (hach Tybulewicz and Henderson, 2009).

Rho GTPasen fungieren als molekulare Schalter. Sie haben einen aktiven und einen inaktiven Zu-
stand, wobei sie im inaktiven ZustandsDP gebunden haben. GDP gebundene Rho GTPasen sind
entweder durch eine Bindung arGuanine Nucleotide Dissociation Inhibito(&DI) im Zytosol loka-
lisiert oder ohne GD}Assoziation an der Membran durch Prenylreste (Geranylgeranylrest) veran-
kert (Seabra, 1998), was die Vorraussetzung fir ihre Aktivierung ist (Olofsson, 1999). Die Akti-
vierung geschieht durchGuanine Nucleotide Exchange Fact¢@GEFs) nach einer Stimulierung von
Oberflachenrezeptoren. GEFs katalysieren den Austausch von GDP zu GTP. Hierdurcth die

Rho GTPase angeregt und interagiert mit einer Vielzahl von Effektoren. Die Rho GTPasen kénnen
sich durch ihre GTPase Aktivitat selbst inaktivieren. Zusatzlich kann die Hydrolyse von GTP zu
GDP durchGTPase Activating Protei&APs) beschleunigt weden. Fiur eine GTPase gibt es meh-
rere GEFs (79 identifizierte GEFs fur Rho GTPasen) und GAPs (65 GAPs), die gewoelee ent-
wicklungsspezifisch exprimiert sein kénnen (Tybulewicz and Henderson, 2009) und spezifisch

reguliert werden (Moon and Zheng, 2003).
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Abb. 1.8 Aktivierungs - und Inaktivierungszyklus von Rho GTPasen. Der Austausch von GDP zu GTP erfolgt an
membrangebundenen Rho GTPasen durch GEFs, was das Aktivieren von Effektorproteinen nach sich zieht. Die Inakti-
vierung der GTPasen erfolgt durch GAPs und GDIs, die die Bindung der GTPase an die Membran unterdriuakach (
Tybulewicz and Henderson, 2009).

1.5.1 Rho GTPasen in TLRSignalwegen

Rho GTPasen werden durch Signalwege von unterschiedlichen Oberflaichenrezeptoren aktiviert
(Kjoller and Hall, 1999). So fuhrt auch die Bindung von TLRgonisten zur Aktivierung von Racl,
RhoA und Cdc42 (Arbibest al., 2000, Cheret al., 2002, Teusclet al., 2004, Equilset al., 2004).
Dabei werden die drei GTPasen schnell aber kurzlebig aktiviert. So wurde von der Gruppe um Ulla
Knaus gezeigt, dass Racl in den TLf&gnalweg involviert ist (Arbibe et al., 2000). In dieser Ar-
beit wurden Zellen einer humanen Monozytenzelllinie THP-1) sowie transfizierte HEK293 Zellen
(Human Enbryonic Kidney CeJlgzunachst mit hitzeinaktiviertem Staphylococcus aureus (HKSA),
der TLR2AKktivitat hat, stimuliert. Darauf kam es zum Anstieg der Raelind Cdc42Aktivitat, wo-

bei die RactAktivitat in Zusammenhang mit der TLRabhangigen Aktivierung von NEB stand,
was fiur Cdc42 nicht gezeigt wurde. Um die Aktivierung von B zu bestimmen, wurden HEK293
Zellen mit einem NHB-abhangigen Luciferasereporterplasmid transfiziert. Neben dem NIB-Re-
porterplasmid wurden Zellen mit inhibitorischen Plasmiden transfiziert, auf denen die p2-bin-
dende Domane (PBD) von Pakl kodiert ist, wodurch es zur Blockade des aktiven Cdc42 und Racl
kommt, sowie zur Hemmung von Pak. Das zeigt, dass die[[BFAktivierung bei der Hemmung des
Racl1/Cdc42Signalweges stark zurtickgeht. Eine Cbransfektion mit dominant negativen Kon-
strukten fur Racl (Rac1N17) und Cdc42 (Cdc42N17) wies nur bei der Transfektion mit Rac1N17
eine geringere N B-Luciferaseaktivitat nach Stimulierung mit HKSA alu Des Weiteren fihrte die
CoTransfektion mit konstitutiv aktivem Racl (RaclV12) zu einer starkeren Luciferaseaktivitat.
Neben der Beteiligung von Racl am TLRRignalweg wurde ebenfalls beschrieben, dass die PI3K

als Effektor von Racl am TLRS&ignalweg beeiligt ist. Hierzu wurden ebenfalls HEK293 Zellen
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entweder mit den pharmakologischen PI3KHemmern Wortmannin und Ly294002 prainkubiert
oder mit einem dominant negativen p85Konstrukt (p85DN), der regulatorischen Untereinheit
der PI3K, cotransfiziert. Eine HKSAStimulierung fiihrte in allen Féallen zu geringerer NfB-ab-
hangigen Luciferaseaktivitat. Des Weiteren konnte durch die Radtnmunprazipitation in HKSA-
stimulierten THP-1 und HEK293 Zellen nachgewiesen werden, dass die Stimulierung von TLR2
zur Bildung eines Komplexes aus TLR2, p85 und Racl fihrt, der notwendig fiir die Aktivierung
von NF[B ist. Auch fiir RhoA wurde eine Rolle im TLRignalweg beschrieben (Teusclet al.,
2004). Hierzu wurden THR1 Zellen sowie HEK293 Zellen mit einem NB-abhéngigen Repder-
plasmid transfiziert, um durch die Bestimmung der Luciferaseaktivitat Rickschlisse auf die
NF[B-Aktivierung ziehen zu kénnen. Mit einem dominant negativen RheKonstrukt (RhoAN19)
co-transfizierte Zellen zeigten geringere Luciferaseaktivitat als mit RWA cotransfizierte Zellen.
Die Aktivierung von RhoA in HKS#Astimulierten Zellen fihrt zur Interaktion mit der atypischen
Proteinkinase @ (PK@4), wodurch es zur Phosphorylierung von p65 an S311 kommt. Diese Akti-
vierung von NF B ist notwendig fir die Interaktion mit CREB (Duraret al., 2003). Eine Hemmung
der PI3K mit Wortmannin in HEK293 oder THPL Zellen und anschlie3ende Stimulierung mit
HKSA hatte keinen Effekt auf die RheAktivierung. Der Einfluss auf die NJB-Aktivitat wurde
nicht gezeigt. Fir RhoA wrde ebenfalls eine Interaktion mit dem TLR4vermittelten Signalweg
beschrieben (Chenret al., 2002). In humanen Monozyten wurde ein Anstieg der RheAktivitat
nach Stimulierung mit LPS beschrieben. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es durch die Hemmung
von RhoA, RhoB und RhoC durch das C3 Exoenzym &usbotulinum(ADP-Ribosyltranferase)
nicht mehr zu einer LPSinduzierten Aktivierung von NF[B kommt. Verifiziert wurde diese Aus-
sage durch mit RhoAN19 und einem H8-abhéngigen Luciferasereporterplasmid transfzierten
THP-1 Zellen, die nach LPStimulierung RhoAN19konzentrationsabhangig kaum Luciferaseak-
tivitat aufweisen. Im Vergleich dazu fuhrte die Transfektion von THR Zellen mit RhoAQ63L, dem
konstitutiv aktivem Konstrukt und dem IL-8-abhangigen Reporterpasmid zu einem verstarkten
Luciferasesignal. Fur den TLR&ignalweg konnte in der humanen Endothelzelllinie HMECH(-
man Dermal Microvessel Endothelial C¢lRactAbhangigkeit festgestellt werden (Equilset al.,
2004). Mit Rac1N17 und HIVLTR Human Immunaleficiency VirusL.ong Terminal RepegtLuci-
ferase cotransfizierte HMEC zeigten Rac1NXKonzentrationsabhangig geringere Luciferaseakti-
vitdt nach LPSStimulierung, wohingegen RaclV12 zu einer stéarkeren Luciferaseaktivitat fuhrt.
Bei dieser Studie machte masich zu Nutze, dass Bindung von zellularen Transkriptionsfaktoren,
u.a. NgB, an die LTR die HAReplikation fordert. Im Gegensatz zu den beschriebenen Daten, die
Rho GTPasen als positive Regulatoren der TiSgnalwege zeigen, wurden auch Ergebnisse ver-
offentlicht, die Rho GTPasen als negative Regulatoren der Fu&mittelten Signalwege darstel-
len. Beispielsweise fuhrt die Hemmung der HMG0A @-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzyrA)-
Reduktase durch Lovastatin in RAW 264.7 Zellen nach LIB8mulierung zur gesteigerten Sekre-

tion von TNF| (Monick et al., 2003). Die HM& oAReduktase ist fur die Biosynthese von Geranyl
24



Einleitung

und Farnesylpyrophosphat erforderlich, die zur Farnesylierung oder Geranylgeranylierung der
Ras GTPase Familie benttigt werden. Die Hemmung déG-CoA Reduktase fuihrt zu 50%igem
Abfall der Prenylierung von Rho GTPasen verglichen mit Zellen ohne Lovastatinbehandlung. Ohne
Prenylierung kénnen die GTPasen nicht stabil an die Zytoplasmamembran binden. Durch Hem-
mung der Rho GTPaseRrenylierung kommt es nach LPSstimulierung zu einer verlangerten Ak-
tivierung von ERK, was die verstéarkte Sekretion von TNFach sich zieht. Die negative Regulation
des TLRSignalwegs ist auch in Borysiewiczt al., 2009 beschrieben. Nach Hemmung der Rho
GTPasen in Astrozygn mit Toxin B ausClostridium difficile kommt es nach Stimulierung mit
TLR2, TLR3 oder TLR4Agonisten zum Konzentrationsanstieg der sekretierten Zytokine H6, IL-

1r und TNF . Eine direkte Interaktion zwischen Racl und TLR2 konnte 2000 von Arbilet al.
gezeigt werden. Im Komplex ist ebenfalls die regulatorische Untereinheit der Phosphatidylinosi-
tol-3-Kinase p85 und MyD88. Sie kbnnen entweder positive oder negative Regulatoren der TLR
Signalkaskade abhdngig von Rezeptor oder Zelltyp sein (Moniek al., 2003; Borysiewicz et al.,
2009).

1.5.2 Rho GTPasen und reaktive Sauerstoff-Intermediate (ROI) in TLR -ET AOUEAOOAO . &

Aktivierung und Zytokinsezernierung

2/ ) EET 1 Al-Sighalvdge sos&dh''aktivieren als auch hemmen (Morgan and Liu, 2011).

7AO0AAT 217 cot18x -AEOI PEACAT I E GabhadghenGéxketio®1 EAOOF
Ol 4.&18 $0O0AE AEA 30EIi Ol EAO&RB.C001 EdchstouingE | | 1 O A
Aktivierung von Racl, was dann zur Bildung von ROI flihrt. Wurden Zellen mit Antioxidantien

AAEAT AAT Oh ETTT OA -AKEitd nahfelviesen wedled QvBs darguf hindeutet,

AAOO . &-Juhd RDWBRENgig aktiviert werden kann.Neben der ROWAERT CECAT . & [

tivierung konnte von Miletic et al., 2007 auch gezeigt werden, dass es in LPS (Lipopolysaccharid)
stimulierten Knochenmarkmakrophagen RO{abhangig zur Aktivierung der MAPK p38 und ERK
kommt. Die Bildung der ROI und damit @& Aktivierung der MAPK war Vavund Racabhangig.
Eine Stimulierung von VaknockoutMakrophagen mit LPS fuhrte zu verminderter Sekretion von

4 . &y @10 # den Kulturiiberstand. Die Konzentration von IL6 blieb unveréandert verglichen

zum wt (Miletic etal., 2007). Negativ wirkt die RODA O EOOAT OA / @EAAOQET T OI1
AAO -Sal'(Reynaeret al., 2006). Die Oxidation fiihrt zur Inaktivierung der Kinaseaktivitat
OTT )Y++1rh x1 AOOAE A SsighaitarkekdanimE Ded Wetédeh Qibesctaighben,

AAOO AEA 001 OAET EET AGA ' EOh AEA 1 AAO 14/ 2 O1TA 2/
vermittelt oxidiert werden kann. Bei der Oxidation von Akt bildet sich eine Disulfidbriicke zwi-
schen den Cys 297 und Cys311, wodurch die Kinasefurdti von Akt und damit die Aktivierung
der IKK gehemmt wird (Murataetal8 h ¢nmoq OT A AO AAI EO TEAEO UHO !
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1.6 Konditionale Knockout Mause

Die Mdglichkeit, Mause durch das gezielte Ausschalten oder Einbringen von DNA Sequenzen zu
manipulieren, ermdglicht die Untersuchung von Proteinfunktionen in vivo. Zum Beispiel konnte
durch den gezieltenKnockoutvon Toll-Like Rezeptoren ihre spezifische Funktion ermittelt wer-
den (Akira, 2000). Einige genetische Veranderungen kdénnen jedoch letadin, da Proteine in der
Embryonalphase eine nicht redundante Funktion haben. lhre Funktion im adulten Organismus
kann dadurch nicht mehr untersucht werden. Um das zu umgehen, kbnnen Gene unter bestimm-
ten Bedingungen, z.B. gewebespezifisch manipuliert weéen. Hierzu macht man sich das
Cre/loxP-System zu Nutze (Lewandoski, 2001). Cre ist eine Phagenrekombinase, die spezifisch
loxP-Sequenzen erkennt (Misra and Duncan, 2002). Sind Gene oder Genbereiche miti8gBuen-
UAT A&l AT EEAOOR x A ®wird kadn eg QuickEReko@@ratioAzAirgdziel®iEDeld-
tion oder zur Umkehrung des Leserasters (Inversion) dieser Bereiche kommen, was als konditio-
naler Knockout bezeichnet wird (Lewandoski, 2001, Misra and Duncan, 2002) (Abb. 1.9). Ist die
Cre-Rekombinaseeinem gewebespezifischen Promotor nachgeschaltet, geschieht die Rekombi-
nation spezifisch in diesem Gewebe. 1999 beschrieb die Gruppe um |. Férster eine Maus mit einer
Insertion der cre cDNA in den endogenen Lysozym M (LysM) Lokus (Clausenal., 1999). Ce-
vermittelte Deletionen von Rho GTPasen wurden u.a. in Keratinozyten (Pedersenal., 2012),
Neuronen (Cappellcet al., 2012) oder Osteoklasten (Croket al., 2011) beschrieben. Die meisten
Untersuchungen zum Einfluss der Rho GTPasen in bestimmten Zghén oder Geweben wurden
hinsichtlich ihres Einflusses auf das Zytoskelett durchgefiihrt (Pedersen and Brakebusch, 2012).
Dabei lag besonderes Augenmerk auf Verdnderungen von Zggll-Kontakten, Veranderungen
von Ausbildung von Protrusionen oder Veranderungn der Zellpolaritat. Unterschiede konnten
sowohl im Verhalten der GTPas&nockoutZellen zwischenin vivound vitro Versuchen festgestellt
werden, als auch in der Cros®egulierung von GTPasen untereinander. So ist die Ragktivitat

in Linsenepithelzellen mit RhoA Depletion erhdht. Dieser Effekt wurde auch umgekehrt in Racl
depletierten Zellen hinsichtlich der RhoA Aktivitat festgestellt (Plagemamt al., 2011). In Kera-
tinozyten hingegen fuhrte die RhoA Deletion zu reduzierter Aktivitat von Racl und Cdc4j2doch
konnte dieser Effekt nurin vitro festgestellt werden (Pederseret al., 2012). In der vorliegenden
Arbeit wurden zur Untersuchung des Einflusses von Rho GTPasen in Makrophagen konditionale
GTPag-knockoutMause verwendet. Diese wurden unter Verwetung von LysMCre Mausen und
-ROOAT T EO nCAEIT o0AT O ' 40A0A "AOAEAEAT O1 OAODPA
vorliegen (Wolke, S. 2011). In LysMCre Mausen ist die GRekombinase dem LysMPromotor
nachgeschaltet, der nur in Makrophagen und ngrophilen Granulozyten exprimiert sein sollte.
Um auszuschlieRen, dass durch die GRRekombinase unspezifisch Gene oder Genbereiche dele-
tiert werden, wurden Makrophagen der LysMCre Méause als Wild Typ Kontrollzellen verwendet,

die im Folgenden als wt bezehnet werden.
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LysM
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Abb. 1.9: Schematische Darstellung einer gezielten Gendeletion durch die Cre -Rekombinase in einer konditio-
nalen Knockout Maus. Die CreRekombinase ist dem LysMPromotor nachgeschaltet, wodurch sie nur in bestimmten
Geweben und Zellen exprimiert wird. loxP flankierte Bereiche werden von Rekombinasedimeren erkannt und die Re-

kombination dieser Bereiche katalysiert. Nachfolgend kommR O U OO $ A1 AGET T AAO nCA&EI T g0AT O

wandoski, 2001).

1.7 Immortalisierte HoxB8 Zellen

Zur Untersuchung von intrazellularen Vorgangen ist die Zellkultur ein hilfreiches und notwendi-
ges Werkzeug. Dabei kénnen primare Zellen durch diehAlichkeit zur in vivo Situation ein ande-
res Bild widerspiegeln als entartete isolierte Krebszellen z.B. HeLa Zellen. Der Nachteil der pri-
maren Zellen gegeniber beispielsweise HelLa Zellen ist ihre begrenzte Teilungsfahigkeit sowie die
Tatsache, dass nur @e begrenzte Anzahl von priméaren Zellen, z.B. hamatopoetische Stammzellen
aus einem Organismus isoliert werden kdnnen. In dieser Arbeit wurden primare hamatopoetische
Stammzellen verwendet und zu Makrophagensubtypen differenziert. Im Jahr 2006 wurde eine
Methode beschrieben, bei der die Fahigkeit dédoxGene genutzt wird, hAmatopoetische Stamm-
zellen in einem bestimmten Differenzierungszustand einzufrieren (Wangt al., 2006). Um die Ex-

pression der HoxGene an und abzuschalten, wurde der OstrogenrezeptorraHoxBS fusioniert,
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wodurch bei Zugabe von Ostrogen die Differenzierung angehalten wird, jedoch nicht die Prolife-
ration. Nach Wegnahme dieses Stimulus werdddoxGene nicht mehr exprimiert, wodurch die
normale Differenzierung der Zellen ablaufen kann. Mitlieser Methode konnten immortalisierte
Makrophagen und neutrophile Granulozyten generiert werden (Wanegt al., 2006, Rosa®t al.,
2011). Die primaren generierten Makrophagen wurden in der vorliegenden Arbeit mit den im-
mortalisierten Makrophagen verglichen
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1.8 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Rho GTPasen spielen eine wichtige Rolle als Regulatoren von Zytoskelettumlagerungen bei Zell-
migration, Adhasion und Phagozytose von Mikroorganismen. Dariber hinaus sind sie auch betei-
ligt an der Modulation der TLRSignalkaskade. Unter Beriicksichtigung dies vielfaltigen Rho
GTPaseFunktionen ist es nicht verwunderlich, dass zahlreiche mikrobielle Pathogenitatsfaktoren
die Aktivitat von Rho GTPasen modulieren und so Zellen des Immunsystems zu Gunsten der Er-
regerstrategie kontrollieren. Diese Pathogenitatsftoren sind Moduline und Toxine, die durch
Mimikri die Funktion von zellularen GEFs und GAPs nachahmen und somit die Rho GTPasen en-
zymatisch modulieren. Sie kbénnen von Bakterien direkt Gber Sekretionssysteme in die Wirtszelle
injiziert werden, wodurch Bakterien in der Lage sind, Funktionen der Rho GTPasen zu ihrem Vor-
teil zu verandern. Zellen des Immunsystems erkennen PAMPs durch die Expression unterschied-
lichster PRR. TLRs als spezifische Mustererkennungsrezeptoren sind entscheidend fir das erfolg-
reiche Efblieren einer Inmunantwort. Durch Beeinflussung der Funktion von Rho GTPasen kdn-
nen Bakterien wahrscheinlich auch die TLRSignalwege modulieren. Die Rolle der Rho GTPasen
im Zusammenhang mit TLRSignalwegen wurde bisher fiir verschiedene Zelltypen mit unte

schiedlichen Methoden untersucht und hat zu widerspriichlichen Ergebnissen geflihrt.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb an priméaren Knochenmarkmakrophagen, die von Mau-
sen mit Gendeletionen inRacl, RhoA Racl/RhoAoder Cdc42stammen, vergleichend @& Zyto-
kinantwort nach TLR2-, TLR4 bzw. TLR9AKktivierung analysiert werden, um den Rho GTPase
Beitrag an TLRSignalwegen zu ermitteln. Hierfirwurden konditionale Rho GTPasdnockout
-ROOA AOOAE +O0OAQOUOT ¢ O1T1 , UO u#RndAN bAVORA /Rhb-E O
At hergestellt. Zusatzlich wurde die LysMeGFP Expression von Knochenmarkzellen im Differen-
zierungsmedium mit MCSF bzw. GMCSF bis zur terminalen Makrophagendifferenzierung ver-

folgt, um so die LysMCre Expressionsdynamik tUbera@Differenzierungszeit darzustellen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Tab. 2.1: Auflistung verwendeter Laborgerate.

Verwendete Laborgeréte

Firma

Abi Prism® 7000

applied Biosystems, life technologies, Darm-
stadt

BD FACSCantd/ |

BD, Heidelberg

Elektrophoresekammer fir SDSPAGE Mini
PROTEAN 2®

BioRad, Miinchen

Eppendorf Zentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Zentrifuge 5810R, Rotor A1-63

Eppendorf, Hamburg

Filmentwickler Fujifilm FPM 100A

Fuji, Dusseldorf

Fluoreszenzmikroskop Leica SP5

Leica, Wetzlar

GS800™ Calibrated Imaging Densitometer

BioRad, Miinchen

Heraeus C@Inkubator Cytoperm 2

Kendro, Hanau

Kryokonserviergerat Mr Frosty

Nalgene

Leica SP%onfokales Mikroskop

Leica Microsystems

Mikrotiterplatten -Reader SunriséM

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mikrovolumenspektralphotometer NanoDr-
op™1000

Peglab, Erlangen

Neubauer Zahlkammer, improved

Paul Marienfeld, Lauda

PerfectBlue SemiDry Elektroblotter

Peglab, Erlangen

Nicht in der Tab. 2.1 aufgefiihrte Gerate sind Standardlaborgeréate.

30




Material und Methoden

Tab. 2.2: Auflistung verwendeter allgemeiner Laborchemikalien.

Verwendete allgemeine L aborchemikalien

Firma

Acrylamid-Bisacrylamid Losung 40% (29:1)

Serva, Heidelberg

Ammoniumpersulfat (APS)

SigmaAldrich, Taufkirchen

BD FACS Clean BD

BD Bioscience (Heidelberg)

BD FACS Flow BD

BD Bioscience (Heidelberg)

BD FACS Shutdownsolution

BD Bioscience (Heidelberg)

Bromphenolblau

Carl Roth, Karlsruhe

BSA Carl Roth, Karlsruhe
Chloroform Carl Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol (DTT) SigmaAldrich, Taufkirchen
DMSO SigmaAldrich, Taufkirchen
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe

Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Milchpulver Carl Roth Karlsruhe

Mowiol Calbiochem, Merck, Darmstadt

Nukleasefreies Wasser

Promega,

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

Ponceau S Solution

SigmaAldrich, Taufkirchen

Primer Thermo Fisher

Propanol Carl Roth, Karlsruhe

SDS Serva, Heidelberg
TEMED Biomol, Hamburg

Tris-HCI Merck, Darmstadt
Tween20 SigmaAldrich, Taufkirchen

In der Tab. 2.2 nicht aufgefihrten Materialien wurden im Reinheitsgragro analysisbezogen.
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Tab. 2.3: Auflistung der verwendeten Mausstamme.

Verwendete Mausstdmme

Referenz

LysMCre

Clausen et al, 1999

Rac1¥ | LysM::Cre/LysM::Cre

Dissertation, Stefan Wolke, MvPI (Wdolke,

2011)

RhoAl | LysM::Cre/LysM::Cre Dissertation, Stefan Woélke, MvPI (Wdélke,
2011)

Rac1f /[RhoAff | LysM::Cre/LysM::Cre MvPI

Cdc42 | LysM::Cre/LysM::Cre Dissertation, Stefan Wolke, MvPI (Wdolke,
2011)

lys-EGFPKi (hier LysM-eGFP)

Faust et al, 2000

Tab. 2.4 Auflistung des verwendeten Zellkulturplastiks.

Verwendetes Zellkulturplastik

Hersteller

Petrischalen

Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

6-well Platten

TPP, Trasadingen, Schweiz

12-well Platten

TPP, Trasadingen, Schweiz

24-well Platten

TPP, Trasadingen, Schweiz

96-well Rundbodenplatten

TPP, Trasadingen, Schweiz

96-well Flachbodenplatten

TPP, Trasadingen, Scheiz

Zellschaber

TPP, Trasadingen, Schweiz

Filterflaschen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Tab. 2.5: Auflistung der verwendeten Zytokine und Chemikalien fur die Differenzierung und Immortalisie-

rung von Knochenmarkzellen.

Verwendetes Zytokine fiir Konzentration Hersteller

Differenzierung

rekombinantes murines MCSF | 10 ng/ml PeproTech, Hamburg

rekombinantes murines 20 ng/ml PeproTech, Hamburg

GMCSF

Verwendetes Zytokine fiir

Immortalisierung

rekombinantes murines IL-3 10 ng/ml PeproTech, Hamburg

rekombinantes murines IL-6 20 ng/ml PeproTech, Hamburg

rekombinantes murines SCF | 1% (I 25ng/ml) Hergestellt in CHGExpressi-
onszelllinie von Dr. S. Wdlke

Ficoll-Paque PLUS - GE Healthcare
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Tab. 2.6: Auflistung verwendeter Puffer und Medien fir die  Zellkultur.
Verwendete Puffer und Medien fir Zell- Firma
kultur
DMEM (4500mg/l Glucose) Invitrogen, Karlsruhe
RPMI Invitrogen, Karlsruhe
Opti-Mem Invitrogen, Karlsruhe

Fotales Kéalberserum (FKS)

Invitrogen, Karlsruhe

Pferdeserum

Invitrogen, Karlsruhe

Glutamin (final 2mM)

Invitrogen, Karlsruhe

Pyruvat (final 1mM)

Invitrogen, Karlsruhe

HEPES Invitrogen, Karlsruhe
DPBS, ohne Caglohne MgGl Invitrogen, Karlsruhe
r -Ostradiol Sigma, Taufkirchen

Tab. 2.7: Auflistung der verwendeten TLR Agonisten.

Verwendete TLR Agonisten | Konzentration

Firma

Pam3CSK4 lpg/ml

Invivogen, Toulouse, Frank-

reich

Ultra pure LPS Galmonellg 100-500ng/ml

Invivogen, Toulouse, Frank-

reich

CpG 1668 (Type B CpG) 0,7uM

Invivogen, Toulouse, Frank-

reich
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Tab. 2.8: Auflistung der verwendeten Antikdrper und Reagenzien flr die FACS -Farbung.

Verwendete Konjugat Eingesetzte Anti- Spezies Hersteller
FACS Antikor- kérpermenge /
per 105 Zellen
Oberflachenfarbung
F4/80 Klon BM8 | PECy5 0,2 ug 2 AOOA ) {ebioscience,
Frankfurt
CD11bKlon PECy7 0,125 ug 2 AOOA ) { ebioscience,
M1/70 Frankfurt
CD11c Klon PerCRCy5.5 0,25 ug Armenischer ebioscience,
N418 Hamster IgG Frankfurt
Ly6G Klon 1A8 | PE 0,2 ug 2 AOOA ) {BD, Heidelberg
MHGCI FITC 1l Immunotech
MHGII Klon PE 0,2 ug 2 AOOA ) { ebioscience,
M5/114.15.2 Frankfurt
CD80 Klon 16 APC 0,1 ug Armenischer ebioscience,
10A1 Hamster IgG Frankfurt
CD86 Klon GL1 | FITC 0,125 pg 2 AOOA ) { Pharmingen
TLR2 Klon 6C2 | FITC 1 ug 2 AOOA ) { ebioscience,
Frankfurt
TLR4 Klon UT41| PE 0,5 ug Maus IgG1 ebioscience,
Frankfurt
CD14 Klon Sa2 | FITC 1 ug 2 AOOA ) { ebioscience,
8 Frankfurt
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Verwendete Konjugat

FACS Antikor-
per

Eingesetzte Anti-

kdérpermenge /
105 Zellen

Spezies Hersteller

Blockierungsantikorper fur FACS Féarbung

1-mouse -
CD16/32 (Fc
Block) Klon 93

0,5 ug

2 AOOA ) | Ebioscience,

Frankfurt

Polystyrenkugeln fiir Fluoreszenzkompensierung

CompBeads - - Anti-Ratte and | BD, Heidelberg
Anti-Hamster
9,

CompBeads - - Anti-- A OO | BD, Heidelberg
(negative Kon-
trolle)

Tab. 2.9: Auflistung der verwendeten Inhibitoren fiir die Zellkultur.
Verwendete Inhibitoren Konzentration Firma

NSC 23766 Raclnhibitor 50-200 uM Calbiochem, Merck, Darm-
stadt

Y-27632 ROCKInhibitor 10-40 uM Calbiochem, Merck, Darm-
stadt

Wortmannin 1uM SigmaAldrich
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Tab. 2.10: Auflistung der verwendeten Antikérper und Reagenzien fiir die Immunfluoreszenz.

Antikodrper und Re- Spezies Verdiinnung Hersteller/
agenzien Immunflu-
oreszenz
anti-Aktin (1-19) Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotech-
erkennt GTerminus nology, Heidelberg
von Aktin
anti-Kaninchen Ziege 1:250 Invitrogen, Karlsruhe
AlexaFluor-555
DAPI - 1:3000 Sigma Aldrich

(3 mg/ml Stock)

Tab. 2.11: Auflistung der verwendeten ELISA Reagenzien.

Verwendete ELISA Reagenzien

Firma

murines IL-12 ELISA Development Kit

PeproTech, Hamburg

murines IL-10 ELISA Development Kit

PeproTech, Hamburg

murines IL-6 ELISA Development Kit

PeproTech, Hamburg

murines TNF ELISA Development Kit

PeproTech, Hamburg

Streptavidin HRP (Verdinnungdl:2000)

BD, Heidelberg

OptEIA

BD, Heidelberg

Tab. 2.12: Auflistung des verwendeten Plastikmaterials fir ELISA.

Verwendete Plastikmaterialien fir ELISA

Eirma

96-well immunograde Flachbodenplatten

Brand, Wertheim

36




Material und Methoden

Tab. 2.13: Auflistung der verwendeten Antikdrper fir Proteindetektion mittels Western Blot.

Verwendete AntikOr- Spezies Verdiinnung Eirma

per fir Western Blot

anti-Racl (23A8) Maus 1:2000 Millipore, Merck,
Darmstadt

anti-RhoA (67B9) Kaninchen 1:1500 Cell Signaling, NEB,
Frankfurt

anti-Cdc42 (11A11) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, NEB,
Frankfurt

anti-GAPDH (14C10) Kaninchen 1:2000 Cell Signaling, NEB,
Frankfurt

anti-TLR4 (25) Maus 1:200 Santa Cruz Biotechno-
logy, Heidelberg

Tab. 2.14: Auflistung der verwendeten Antikdrper zum

Nachweis der Phosphorylierung mittels Western Blot.

Verwendete Antikdr- | Spezies Verdiinnung Firma

per zum Nachweis

der Phosphorylie-

rung

anti-PhosphoNF~kB Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, NEB,
p65 (Ser536) (93H1) Erankfurt
anti-Phospho Akt Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, NEB,
(Sera73) Frankfurt
anti-Phosphop38 Maus 1:1000 Cell Signaling, NEB,
MAPK Frankfurt
(Thr180/Tyr182)

anti-Phosphop44/42 | Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, NEB,
MAPK (Erk1/2) Erankfurt
(Thr202/Tyr204)

anti-Phospho Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, NEB,
SAPK/INK Frankfurt
(Thr183/Tyr185)

(98F2)

anti-PhosphoGSK3yr | Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, NEB,
(Ser9) (D85E12) Frankfurt

37




Material und Methoden

Tab. 2.15: Auflistung der verwendeten sekundaren Antikdrper zum Nachweis von Proteinen mittels W estern

BI\c/);rwendete sekun- | Spezies Verdinnung Eirma
dare Antikdrper far
WB
anti-Maus HRP Ziege 1:2000 Santa Cruz Biotech-
nology, Heidelberg
anti-Kaninchen HRP | Ziege 1:2000 Santa Cruz Biotech-
nology, Heidelberg

Tab. 2.16: Auflistung der verwendeten Reagenzien fir Western Blot.

Verwendete Detektionslosungen fir WB Firma

(HRP Substrat)

Immobilon Western

Millipore, Merck, Darmstadt

ECL Western Blotting Detection

GE Healthcare,

Minchen

Tab. 2.17: Auflistung der verwendeten Primer fiir die

Echtzeit-PCRQuantifizierung.

Verwendete Primer fir Sequenz Konzentration
gRT-PCR

IL-12 left CGC AGC AAAGCAAGG TA4 0,4uM

IL-12 right g-Cr:TCTAGATGCAGGGAGTT/ 0,4uM

IL-10 left CAGAGCCACATGCTCCTAGH 0,4uM

IL-10 right GTCCAGCTGGTCCTTTGTTT] 0,4uM

HPRT left TCCTCCTCAGACCGCTTTT | 0,4uM

HPRT right CCTGGTTCATCATCGCTAAT| 0,4uM
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Tab. 2.18: Auflistung der verwendeten Sonden fiir die Echtzeit -PCRQuantifizierung.

Verwendete Sonden Roche Probe Konzentration Hersteller

fur gRT -PCR Library

Sonde I1:12 # 103 0,1uM Roche, Penzberg,
Deutschland

Sonde I:10 #41 0,1uM Roche, Penzberg,
Deutschland

Sonde HPRT #95 0,1uM Roche, Penzberg,
Deutschland

Tab. 2.19: Auflistung der verwendeten Reagenzien und Kits fur die Echtzeit

-PCRQuantifizierung.

Verwendete Reagenzien und Kits fur gRT -

Eirma

PCR

TRIZOL®

Invitrogen, Karlsruhe

First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentas, St. LeotiRot, Deutschland

Maxima® Probe gPCR Master Mix (2x), ROX
solution provided

Fermentas, St. LeotRot, Deutschland

Tab. 2.20: Auflistu ng des verwendeten Plastiks fir die Echtzeit -PCRQuantifizierung.

Verwendete Plastikmaterialien fir gRT -

Eirma

PCR

Micro Amp optical 96-well Reaction Plate

with Barcode

applied Biosystems, life technologies, Darm-
stadt

Micro Amp Optical Adhesive Film

applied Biosystems, life technologies, Darm-
stadt
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.1.1 Isolierung muriner Knochenmarkzellen (KMZ)

Die fur diese Arbeit verwendeten Mause wurden gemanR 84 Tierschutzgesetz durch das Einstro-
men von CQin die Totungskammer getotet. Anschlie3end wurdefremurund Tibia freiprapa-
riert, in Ethanol desinfiziert und in PBS (DPBS, Invitrogen, Karlsruhe) Uberfuhrt. Die Epiphysen
wurden mit einem sterilen Skalpel abgetrennt und das Knochenmark mit Hilfe einer stéen 0,45
mm Kanule und Spritze mit kaltem PBS heraus gesplilt. Die gewonnenen KMZ (Knochenmarkzel-
len) wurden zentrifugiert (300 x g, 10 min, 4°C), der Uberstand verworfen, die KMZ in 5 ml PBS
resuspendiert und ausgezéhlt (Protokoll in Anlehnung an Zharef al., 2008).

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mittels Neubauer Zahlkammer bestimmt. Hierzu wurden 10 pl einer Zellsus-
pension in die Zahlkammer pipettiert, die Zellen in 4 Grof3quadraten ausgezahlt umdittels an-
gegebener Formel die Anzahl der Zellen pro ml Zellsuspension berechnet.

B : Al TUAEI AAO 1t 4x\idanNudgsfak@A=Tdllent miZellsisppension

2.2.2.2 Differenzieren der Knochenmarkzellen mittels M -CSF

Pro Petrischale wurden2x106 KMZ in 8 ml kaltem M-CSF enthaltendem Medium ausgesat. Die
Zellen wurden bei 37°C, 5% Cund 95% Luftfeuchte inkubiert. Am 3. Tag und am 7. Tag wurden
jeweils 4 ml frisches Medium (4°C) zu dem Zellmedium dazugegeben, ohne Medium zu entfernen.
Von Tag 10z Tag 12 konnten die Zellen fur Experimente genutzt werden. Die Differenzierung
erfolgte in Anlehnung an das Protokoll beschrieben von Zhargg al., 2008. Zellen, die fur Experi-
mente mit M-CSF differenziert wurden, werden im Folgenden als™M & A Ahbed E A
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M-CSF enthaltendes Medium: DMEM (4500mg/l Glucose) (Invitrogen, Karlsruhe)
10% Fotales Kalberserum (Invitrogen, Karlsruhe)
5% Pferdeserum (Invitrogen, Karlsruhe)
2 mM Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe)
1 mM Pyruvat (Invitrogen, Karlsruhe)
10 mM HEFES (Invitrogen, Karlsruhe)
10 ng/ml rekombinantesmurines M-CSKPeprotech, Ham-
burg)

steril filtriert

2.2.2.3 Differenzieren der Knochenmarkzellen mittels GM -CSF

Pro Petrischalen wurden 2x10 KMZ in kaltem 8ml GM-CSF enthaltendem Medium ausgesat. Die
Zellen wurden bei 37°C, 5% Cund 95% Luftfeuchte bebritet. Am 3. Tag und am 6. Tag wurden
jeweils 4 ml frisches Medium (4°C) in das Kulturmedium dazugegeben, ohne Medium zu entfer-
nen. Von Tag & Tag 10 wurden die Zellen fir Experimente verwendet. Die Differenzierung er-
folgte in Anlehnung an das Protokoll beschrieben von Fleetwocet al., 2009, wobei die adharen-
ten Zellen fir Versuche genutzt wurden. Zellen, die mit GRISF differenziert wurdenwerden im
FolgendenalsGM § AAUAEAET AOS8

GMCSF enthaltendes Medium: RPMI (Invitrogen, Karlsruhe)
10% FKS (Invitrogen, Karlsruhe)
2 mM Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe)
1 mM Pyruvat (Invitrogen, Karlsruhe)
20 ng/ml rekombinantes murines GMCSF (Peprotech,
Hamburg)

steril filtriert

2.2.2.4 Ermten von M-CSFstimulierten Knochenmarkmakrophagen

ZumEmtenderM- B x OOAAT A E A30miA bel 4Ad inkuBier® wag die Adhérenz der
Zellen von der Plastikoberflache vermindert. Zum vollstandigen Ablésen wden die M- 5 1 EO
einem Zellschaber von der Oberflache abgeschabt und zum Zentrifugieren in ein Falcon Uberfihrt.
DieM- B x OOAAT xd fEr@0 narrund 4°C pelletiert, in neuem Medium resuspendiert,

ausgezahlt und fur Versuche in die jeweiligen Reaktisgefalie ausgesat.
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2.2.2.5 Ernten von GM-CSFstimulierten Knochenmarkmakrophagen

Zum Emntender GM- 8 x OOAAT AEA 3 00PAT OEI T OUAIT T AT AACATITI
adharentenGM- 5 0" 3 CACAAAT 8 $ E A30 miA bei 4Ad inkubi@rQ ik AdZEI O pu
harenz an der Plastikoberflache zu vermindern. Anschliel3end erfolgte das Ablésen der GMg

mit Hilfe eines Zellschabers. Zum Zentrifugieren wurden die Zellen in ein Falcon Uberfihrt und

mit 300 x g fur 20min und 4°C zentrifugiert. Nach Zugabe von sthem Medium wurden die GM

-8B OAOOOPAT AEAOO OT A AEA : Al 1 UAEI AAOOEI i1 68 !''1 OA

Reaktionsgefalie.

2.2.2.6 Stimulierung von Zellen zur Messung der Zytokinmenge im Zellkulturiberstand

Um die Zytokine im Zellkulturiberstand zu bestimmen, wurden zunéachst ¥ 105 M-- & T AAO
2x105GM- B ET oemm Al DPOI +AOEORO MNElPA®) gesitArGd [ EOQ ¢
Stimulierung mit TLR! CT T EOOAT xOOAA Al &£ 1 cCAT AAT 4Ac AAO - .
anschliel3end nit 300 pl Medium ohne MCSF oder GMCSF mit den jeweiligen Agonisten fiir 6 h

oder 24 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Zellkulturiberstand gesammelt und beR0°C

bis zur Messung der Zytokinmenge mittels ELISA gelagert.

2.2.2.7 Vorinkubationder - 58 I EO )T EEAEOT OAl

1,5x105M-- 5 T ARipGm- B8 x OOAAT ET EA Aviel PlatteradsGesdd B®d A ET A
folgenden Tag wurde zur Hemmung von Racl, ROCK oder der-RiBase der Racilnhibitor

NSC23766 (56200 uM), der ROCHnhibitor Y-27632 (10-40 uM) und Wortmannin (1 uM) ver-

wendet. Die Hemmung von Racl und ROCK erfolgte durch eine 4 stiindige Vorinkubation, die
Hemmung der PI3Kinase durch die Vorinkubation mit Wortmannin fur 1 h. Anschlie3end er-

folgte die Inkubation mit TLR-Agonisten in Anwesenhd des jeweiligen Inhibitors fiir 24 h oder 6

h wie unter 2.2.6 beschrieben.
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2.2.2.8 Stimulierung von Zellen zur Bestimmung der Zytokin  -mRNA

Fir die Bestimmung des mRNAevels wurden 3x 105M-- 5 T AR105Gy- B ET ommAl - A
dium pro Kavitat einer 12-well Platte ausgesat und am folgenden Tag mit TERgonisten (300 pl)

fur 3 h oder 6 h stimuliert. AnschlieRend wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und die

Zellen durch Zugabe von 500 pl TRIzol (Invitrogenykiert. Bis zur Isolierung der RNA erfolgte die

Lagerung bei-20°C nach Herstellerangaben (Invitrogen).

2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Bestimmung der Zytokinmenge in Zellkulturiberstand mittels Sandwich -ELISA

Der Enzymelinked Immunosorbent Assay(ELISA) wurde 1971 von Engvall und Perlmann be-
schrieben und ist ein Immunassayverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert.
Hierbei werden zwei Antikdrper verwendet. Der erste Antikérper (auchcapture antibody) wird
Uber Nacht an eine festd®hase (96well Mikrotiterplatte) gebunden. Am folgenden Tag werden
zunachst unspezifische Bindungen an der Oberflache der festen Phase abgesattigt, anschlieRend
erfolgt die Inkubation mit der Probe, wobei es zur Bindung des Antigens an den Antikrper
kommt. Nicht gebundenes Protein wurde abgewaschen und der Komplex mit einem zweiten An-
tikorper ( detection antibody, der mit einem anderen Epitop, an das Antigen bindet, inkubiert. Der
zweite Antikorper ist biotinyliert. Die Bindung von StreptavidinrHRPRKonjugat an den zweiten
Antikorper fuhrt zu einer Signalverstarkung. Die Detektion erfolgte durch Zugabe von Tetrame-
thylbenzidin (TMB) und HO;, wodurch es zu einem Farbumschlag kommt. Diese Reaktion kann
durch Zugabe von HSQ abgestoppt werden.

Die Durchfuhrung des Sandwich ELISA erfolgte mit ELISA Development Kits der Firma PeproTech
(Hamburg, Deutschland) nach Herstellerangaben mit der Halfte der im Kit angegebenen Antikor-
permenge. Um ein Abstoppen der Reaktion zu ermdglichen, wurde das AviditRRKonjugat
durch Streptavidin-HRRKonjugat (Firma BD) ersetzt und damit die Detektion mifTetramethyl-
benzidin (TMB) und HO;, (OptEIA, Firma BD) ermdglicht. Das Messen des Farbumschlags erfolgte
im Tecan ELISAReader mit dem Programm Magelan, die anschlielende Auswertung mittels
GraphPad Prism 5.0. Dabei werden die gemessenen Werte des eingesetzten Standards fur jeden
ELISA gentet, um eine nichtlineare Regressionskurve zu erstellen, durch die es maoglich ist, die
gemessenen Werte der Proben zu interpolieren, um die zugehdrigen Konzentrationen zu bestim-

men.
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2.2.3.2 Anfarbung des Aktinzytoskeletts durch Immunfluoreszenz

Um das Zytoskelett der M- B OT A AKOATUOAROAAT h xOOAAT AEA : Al
CSF oder GMCSFhaltigem Medium auf Deckglaschen ausgesat und am nachsten Tag mit 100

ng/ml LPS oder in Medium ohne Agonist stimuliert. Nach 24 Stunden wurde das Medium abge-

nommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit 3% PFA in PBS fun0 bei RT fixiert und

AOT AGO o@ TEO 0"3 CAxAOAEAT 8 $EA 0AOIi AAAETI EOEAO(
kaltem Methanol fiir 10min, anschliel3end wurden die Zellen 3x mit PBS R gewaschen. Fur die

Farbung wurden zunéachst unspezifische Bindestellen fir 1 h mit 10% Pferdeserum blockiert. Fur

eine weitere Stunde wurden die Deckglaschen mit dem Primé&rantikorper in 10% Pferdeserum

inkubiert, danach 3x mit PBS gewaschen. Danach fadiir eine Stunde die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper in 10% Pferdeserum zusammen mit Dapi, um gleichzeitig die DNA anzufar-

ben. Die Praparate wurden 3x mit PBS gewaschen und mit einem Tropfen Mowiol eingedeckelt,

mit Nagellack versiegelt und dunkel bi 4°C gelagert. Die Visualisierung der Préaparate wurde mit

dem Leica SP5 Mikroskop (Leica, Deutschland) und einem 63x Ol Immersionsobjektiv durchge-

fuhrt. Zur Bearbeitung der Bilder wurde die LAS AF Software (Leica, Deutschland) verwendet.

2.2.3.3 Nachweis von KMZ-spezifischen Oberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie

Die Technologie der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie wurde bereits 1968 entwickelt
(Patent DE1815352). Bei dieser Methode kénnen Aussagen Uber Einzelzellen anhand ihrer Form,
Struktur und nach Beladung mit floreszenzmarkierten Antikdrpern tUber Farbung getroffen wer-
den. Fir die Farbung von Antigenen auf der Oberflache der Zellen wurden ausgesate, bei 37°C
inkubierte und stimulierte bzw. nicht stimulierte Zellen zunachst bei 4°Gnkubiert, um das Ablo-
sen von der Plastikoberflache zu erleichtern, anschlieRend mit einem Zellschaber von der Ober-
flache der Kulturschale geschabt, in ein Reaktionsgefal3 tberfihrt, zentrifugiert (300g, 5min,
4°C) und in FACSuffer resuspendiert. DieZellen wurden ausgezahlt und 45x105 Zellen in 100

pl FACSPuffer pro Kavitat einer 96well Rundbodenplatte ausgesat. Die anschlie3ende Féarbung
erfolgte auf Eis. Da sich auf den Makrophagen-Rezeptoren befinden, die unspezifisch Antikdr-
per binden kdnnen,wurden zunachst unspezifische Bindungen durch Inkubation mit F8lock fur

15 min gesattigt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe der mit Fluoreszenzfarbstoff konjugierten An-
tikorper fur 30 min danach wurden die Zellen 2x mit FAC®uffer gewaschen. Hierzu wurdn die
Zellen mit 300 x g, fur 5min, bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Zellen
wurden entweder sofort auf die Expression der Oberflachenmarker hin untersucht oder mit 3%

PFA fur 20 min fixiert, erneut 2 mal mit FAC®uffer gewaschen ad bei 4°C bis zur FAG8nalyse
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gelagert. Die FAG@nalyse erfolgte mit dem FACSCanto Il der Firma BD. Die Auswertung der Da-
ten wurde mit der Software FlowJo 7.2.4 durchgefiihrt. Das Protokoll zur Farbung von Oberfla-

chenmarkern erfolgte in Anlehnung an da&ACSProtokoll der Firma eBioscience.

FACSPuffer: PBS
2 mM EDTA (pH 8)
0,5% BSA

2.2.3.4 Immunoblotverfahren

2.2.3.4.1 Nachweis von Proteinen in Gesamtzelllysaten

Fiar den Nachweis der Depletion der GTPasen wurden 1x3BRellen pelletiert und in 10l 2x Pro-
benpuffer resuspendiert. Durch SDS im Probenpuffer kommt es zur Lyse der Zellen und zur sofor-
tigen Denaturierung der Proteine. Die Proteinproben wurden fir $nin bei 95°C erhitzt, zentrifu-
giert und auf ein 12%iges SDSolyacrylamidgel (Laemmli, 1970) geladen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 80V flur 45 min und anschlielend 120V bis zum Herauslaufen der Lauffront. Im An-
schluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine auf einer Nitrozellulosemembran durch
semi dryBlotverfahren immobilisiert (1 h, 12 V) und anschlieBend mit Ponceaurot gefarbt, mit
Wasser gewaschen, damit die Proteinbanden sichtbar wurden, dann gescannt und anschlie3end
mit 0,05% Tween in PBS (PBST) entfarbt. Zur Detektion der Proteine mit Antikbrpesmaurde die
Membran zunachst mit 1% BSA und 1% Milchpulver in PBST geblockt. Anschliel3end tiber Nacht
mit dem Primarantikdrper bei 4°C inkubiert und am nachsten Tag nach dreimaligem Waschen mit
dem Sekundarantikorper fir 1 h bei RT inkubiert, erneut 3x gewahen, mit HRPSubstat nach
Herstellerangaben bei RT fur 3nin inkubiert und entwickelt. Das Entfernen der Antikdrper vom
Blot erfolgte durch Blotstripping mit 2 mM Glycin, pH2 fiir 45 min, anschlieBendem Waschen mit
PBST und Trocknen des Blots. Die erneubekubation mit Antikérpern erfolgte nach vorherigem

Blocken wie oben beschrieben.
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Probenpuffer:

Polyacrylamidgel:

Laufpuffer (10x):

Blotpuffer (10x):

PBS (10x):

200 mM Tris-HCI pH 6,8
4% SDS

20% Glycerin

200 mM DTT (Dithiothreitol)
Bromphenolblau

12% Trenngel
2,5 ml Tris-HCI pH8,8

100 pl 10% SDS

50 ul 10% APS

10 pl TEMED

2,5ml Polyacrylamid (40%)
H.O ad 10 ml

30 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS
HO ad 1|

5,82 g Tris

2,93 g Glycin
200 ml Methanol
HO ad 1|

80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g NaHPQ,
2,4 g NaHPQ,
HOad 11

pH 7,4
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2.2.3.4.2 Nachweis der Proteinphosphorylierung

Zur Herstellung der Proteinproben zum Nachweis der Phosphorylierung wurden 16105 M--
pro Vertiefung einer 24-well Platte ausgesat und bei 37°C 5% G@nkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Zellen in je zwei Kavitaten mit den jeweiligen Agonisten stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Nach fin, 10min, 20min oder 30min wurden die Zellen auf Eis gestellt, der Uberstand
abgesaugt und die Zellen durch ugabe von 20ul Probenpuffer/Kavitat lysiert. Gleiche Proben
wurden in ein Eppendorfgefal® tberfuhrt, 5min bei 95°C erhitzt und zentrifugiert. Bis zur Bela-
dung des Gels wurden die Gesamtzelllysate b&0°C gelagert. 4,5 ul Probe wurde pro Spur eines
SDS @ls aufgetragen, geblottet und mit spezifischen Antikbrpern zur Bestimmung der Phospho-

rylierung sowie des Haushaltsgens GAPDH inkubiert, wie oben (2.2.3.4.1) beschrieben.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Echtzeit-PCRQuantifizierung (quantitat ive Real-Time PCR, ratiometrische Zytokin-

transkriptbestimmung)

Aus den TRIzolProben wurde nach Angaben der Firma Invitrogen durch Zugabe von Chloroform,
Isopropanol und Ethanol die RNA isoliert. Gereinigte RNA wurde be10°C gelagert. 200 ng RNA

wurden mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit der Firma Fermentas nach Herstellerangaben in

cDNA umgeschrieben und bei20°C aufbewahrt. Fir die folgende EchtzelPCRQuantifizierung

x OO A A M@i#néA Prpbe gPCR Master Mig2X), with 2 / 8K der Firma Fermenias verwen-

AAO8 S$EA i O AAT . AAExAEO AAO i 2.! OPAUEEEOAEAI
$AOCECT #A1 OAOO AOAE AAO )1 OAOT AOOAEOA xxx801 EOAOC

kettenreaktion erfolgte im AbiPrism 7000 als absolute Quantidierung mit folgenden Parametern:

1. 94°C 12 min
2. 95°C 20s
3. 60°C 1 min

Dabei war der erste Schritt die initiale Denaturierung der DNA. Die Amplifizierung der DNA
(Schritte 2 und 3) (Anlagerung der Primer und Elongation) erfolgte in 45 Zyklen. Die Auswertung
erfolgte durch die Bestimmung der €Werte jeder Reaktion und dem Vergleich der.&\erte des

zu untersuchenden Gens mit dem Haushaltsgen. Unter der Annahme, dass sich die Transkript-
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menge mit jedem Zyklus verdoppelt, wurde zur Berechnung des Verhaltnissesn Zytokintran-
skripten zu Transkripten des Haushaltsgens HPRT die*2 #Methode angewandt. Hierbei erfolg-

ten 2 Normierungen.

1) Die Normierung der CtWerte auf das Haushaltsgen jeder einzelnen Reaktion
i 3 # G(Zielgen)z G (Haushaltsgen)).

2) Die NormierO1 C  Oylalf diesutibehandelte Kontrolle der Kontrollzellen
(3 & =3G(Knockout) - 3G(wt-Cre)).

Die Berechnung von 2 = #@gibt das Verhaltnis von mRNA Level der Zytokine zu mRNA Level von
HPRT ghanget al., 2012)

2.2.5 Immortalisieren von Knochenmarkzellen

Die hier beschriebene Methode erfolgte nach dem Protokoll von Wargg al., 2006 und beruht
darauf, dass KMZ durch retrovirale Infektion so genetisch veréndert werden, dass sie sich wah-
rend der Inkubation in Ostrogerrhaltigem Medium nichtweiter differenzieren, aber proliferieren

und damit immortalisiert werden (Wang et al., 2006).

2.2.5.1 Isolierung von Knochenmarkzellen und Erythrozytenlyse

KMZ wurden wie unter 2.1.1 angegeben isoliert. AnschlieBend erfolgte die Erythrozytenlyse
durch Inkubation mit ACT-Puffer flr 5 min. Zur Neutralisierung und zum Stoppen der Lyse wurde
10% FKS in OptiMem (Invitrogen) zugegeben und die Zellen pelletiert (30& g, 4°C fur 5 min).
Die Lyse wurde wiederholt und das Pellet zum Schluss in 4 ml 10% FKSPIBS resuspendiert.

ACT-Puffer 15 M Ammoniumchlorid
0,017 M Tris
pH 7,4

2.2.5.2 Trennung reifer Granulozyten von Knochenmarkzellen

Von den in 4 ml aufgenommenen KMZ wurden anschliel3end die reifen Granulozyten getrennt.
Dies geschah durch Pipettieren der KMZ auf 3 ml Ficoll und anschlieRender Zentrifugation bei
450 x g und 4°C fur 30min. Nach der Zentrifugation wurden 6,5ml abgenomman, in ein 50ml
Falcon Uberfuhrt und mit 10% FKS in PBS aufgefillt. Die Zellen wurden mit 3@Q bei 4°C flr
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10 min zentrifugiert und mit 5 ml 10% FKS in PBS resuspendiert, erneut zentrifugiert und das

Pellet in 2 ml Stammzellmedium resuspendiert (nach Wag et al., 2006).

Stammzellmedium: Optimem (Invitrogen, Karlsruhe)
15% FKS
10 ng/ml IL-3
20 ng/ml IL-6
1% SCFK 25 ng/ml)

2.2.5.3 Vermehrung der Zellen durch Inkubation mit IL -3, IL-6 und SCF

Da Retroviren in der Regel proliferierendeZellen effizienter infizieren, wurden je 5x10 Zellen in
2 Kavitaten einer 12well-Platte ausgeséat und 2 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% Q0ORPMI
supplementiert mit IL-3, IL-6 und SCF inkubiert (Stammzellmedium, s. S. 49). Durch diese Vorkul-

tivieru ng kommt es zur Expansion der gereinigten unreifen KMZ (nach Waegal., 2006).

2.2.5.4 Virusinfektion durch Spininfektion

Nach der Expansion der Zellen fir 2 Tage wurden 1x3i@ellen in 250l SCFMedium zur Gene-
rierung von immortalisierten neutrophil en Granulozyten oder in GMCSF Medium zur Herstellung
Eii 1T OOAT EOEAOOA O -welk-Pldt®dusgesidt.iDhbei Avitde Aidwe fir die Virusin-
fektion verwendet, im zweiten waren KMZ, die nicht infiziert wurden und somit Kontrollzellen
darstellten, da diese im Gegensatz zu den immortalisierten Zellen nach einer bestimmten Zeit ab-

sterben sollen (nach Wanget al., 2006).

SCFMedium: Opti-Mem
10% FKS
1% SCF
p A -Ostradiol

GM-CSFMedium: Opti-Mem
10% FKS
1% SCF
p A-Ostradiol
10 ng/ml GM-CSF
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Zu den KMZ, die immortalisiert werden sollten, wurden 75Ql Virustiberstand (hergestellt von

Dr. S.Wdlke) mit 5 ug/ml Polybrene (Millipore) gegeben, zu den Kontrollzellen Medium ohne Vi-
rusiiberstand. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation (30& g, 30°G 90 min). Wahrend der
Zentrifugation erfolgt die retrovirale Infektion.

"AE AAT +-:h AEA UO EI I 1 OO0OAI EOEA-ué&ilim gegeg GM AOAAT
CSRPWachstumsmedium ausgetauscht. Zu den Zellen, die sich zu Granulozyten differenzieren sol-

len, wurde 1 ml Opti-Mem (10% FKS) zugegeben. Am nachsten Tag wurden die Zellen gesplittet

und an den folgenden Tagen das Wachstum beobachtet und bei Bedarf gesplittet.

GM-CSF WachstumsmediumRPMI
10% FKS
p A -Ostradiol
10 ng/ml GM-CSF

2.2.5.4.1 Herstellen von Virusiuberstand (durchgefiihrt von S. Walke)

Fur die Herstellung von Retroviren wurdenPhoenixeco-Verpackungszellen verwendet und mit
dem Expressionsvektor (enthalt das Gen fiir das Fusionsprotein OstrogenrezeptdioxB8) und
dem Verpackungsektor (enthalt virale Hillproteine) transfiziert. Die Transfektion erfolgte mit
dem Fugene HD Transfektionsreagenz (Roche) nach Herstellerangaben. Am nachsten Tag wurde
das Medium durch OptiMem, 10% FKS ausgetauscht. An den Tagen 3 und 4 wurde der Vihesd
stand gesammelt. Dazu wurde der Zellkulturiiberstand (enthalt Retroviren) in ein 15l Falcon
Uberfihrt, zunachst zentrifugiert (1800x g, 5 min, RT) und mit einem 0,4%m Filter filtriert. Ali-
quotierter Virusuiberstand wurde bei-80°C gelagert (nach Wangt al., 2006).

2.2.5.5 Kryokonservieren von immortalisierten Zellen

Vier Wochen nach der retroviralen Infektion wurden die Zellen eingefroren. Nicht ausdifferen-
zierte immortalisierte Zellen sind Suspensionszellen. Zum Einfrieren wurden die Zellen einer Ver-
tiefung einer 12-well Platte zentrifugiert (300 x g, 10min, RT) undin 500 pl Einfriermedium re-
suspendiert. Die Zellen wurden in Kryorohrchen tberfihrt und mit dem KryoeinfriergeratMr
Frosty(Nalgene), das ein langsames schrittweises Abkiihlen von 1°C pro min erméglicht, {88°C

gelagert.
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Einfriermedium: FKS
10% DMSO
1:25 SCF
oder 1:25 SCF, 10 ng/ml GMCSF

2.2.5.6 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde zu 500 pl gefrorenen Zellen 1ml vorgewarmtes Medium (10%
FKS in OptiMem) gegeben und vorsichtig resuspendiert, bis die Zellen aufgetanairen. Anschlie-
Rend wurden die Zellen in 9 ml Medium gegeben und zentrifugiert (308 g, RT fir 5 min). Das
Pellet wurde in 2 ml SCRMedium bzw. in 2 ml GMCSF Wachstumsmedium fiir die Differenzierung

zu Makrophagen resuspendiert und in eine Kavitat einerZwell Platte ausgesat.

2.2.5.7 Differenzierung der immortalisierten Zellen

Die aufgetauten Zellen wurden inkubiert, bis sie einen konfluenten Zellrasen gebildet hatten (ca.

3 Tage). AnschlieRend wurden die Suspensionszellen abgenommen und pelletier0(Bx g, 10

i ETh 24q OT A I ETAAOGOAT O v@ I-Bsrogén'als dgmiMediinze AT h O]
entfernen. Die Zellen wurden in PBS resuspendiert und 1x&@ellen pro Petrischale in GMCSF

enthaltenden Medium ausgesét. Die Differenzierung und Zugabervérischem Medium erfolgte

wie bei der Differenzierung von primaren Zellen angegeben fur 205 Tage (s. 2.2.2.2 und 2.2.2.3)

(in Anlehnung an Wanget al., 2006 und Rosast al., 2011).

2.2.6 Statistik
Die Darstellung der Messergebnisse ist, wenn nichinders gekennzeichnet, als Mittelwert und
Standardabweichung angegeben. Die Uberprifung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse

erfolgte mittels Student tTest, wobei ein pWert <0,05 als statistisch signifikant angegeben

wurde.
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3. Ergebnisse

Fir die Untersuchung zur Rolle der Rho GTPasen in HSgnalwegen sollten primére Makropha-

gen verwendet werden, die aus Knochenmarkzellen (KMZ) von unterschiedlichéiysMCre GTP

asd/f - Mausen differenziert wurden. In der Literatur sind zwei Makrophagentypen beschrieben,

die auf verschiedene Weise differenziert werden kénnen: turch Inkubation mit M-CSF Macro-

phage Colony Stimulatory Factdprentsteht der hier alsM-M bezeichnete Typ; Il. durch Zugabe

von GMCSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulatory Factantsteht der hier als GM-

bezeichnete Typ. Dabei wird durch den Nachsatz in Klammern genauer spezifiziert, ob es sich um

die LysMCreKontrollmakrophagen, AEA Ei &1 1 CAT AAT A1 O 7EI AOUDI AEOI

net werden, handelt oder um eine GTPase Gendeletion (GTPake
3.1 Differenzierung von KMZ der LysM -eGFP Maus

Die Deletion der jeweiligen GTPas&ene durch die CreRekombinase findet in Zellen stt, in de-
nen der LysMPromotor aktiv ist. In der Literatur ist in Makrophagen und neutrophilen Gra-
nulozyten eine Aktivitat dieses Promotors beschrieben (Clarke and Gordon, 1998). Um zu prifen,
ob der LysMPromotor sowohl in M- B Al O AGAE AH Q®dderEkdMZ aus der
LysM-eGFP Reportermaus (KMZ(LysMGFP)) isoliert (Faustet al. 2000) und mit MCSF (M
- Bj , WeGFP)) oder GMCSF (GM B j , WeGFP)) differenziert. Vonden M & j , WeGFP)
und GM- B} , WeGFP) wurde sowohl die Expression von GFP, alsiier fiir den LysM-Pro-
motor und damit indirekt fur die Expression der CreRekombinase bestimmt, als auch die Expres-
sion der typischen Oberflachenmarker fir Makrophagen, CD11high (hi)) und F4/80, fiir DCs,
CD11c sowie fur neutrophile Granulozyten, Ly6G undD11b{ntermediate (int)) tber den gesam-

ten Differenzierungszeitraum untersucht.
3.1.1 Differenzierung von KMZ zu M -- B , U&BFP)

Knochenmarkzellen bestehen zu etwa 460% aus neutrophilen Granulozyten, die auf ihrer Ober-
flache die charakteristischen Maker Ly6G und CD11b(int) zeigen. Die restlichen Zellen sind Vor-
lauferzellen, aus denen weitere hamatopoetische Zellen und Erythrozyten gebildet werden. Da
auch in neutrophilen Granulozyten der LysMPromotor aktiv ist, kann bereits am Tag der Isolie-
rung (Tag0) der KMZ in etwa der Halfte der Zellen mittels Durchflusszytometrie GFP detektiert
werden. Weniger als 10% der isolierten KMZ sind F4/8¢positiv (Makrophagenmarker) oder
CD11cpositiv (DC-Marker).
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Ergebnisse

Bereits nach einem Tag Inkubation in MCSF haltigen Medim kommt es zur Erhéhung des Anteils
GFPRpositiver Zellen von 45% auf 75%. Es kommt ebenfalls zu einem Anstieg des Anteils der
Ly6Gpositiven und Cd11b(int)-positiven Zellen und zusatzlich zum Auftreten einer weiteren
CD11b(hi)}-Population.

Ab dem 2. Tag delnkubation mit M-CSF nimmt die Ly6&ositive und Cd11b(int)-positive Popu-
lation stetig ab. Gleichzeitig kommt es zum Anstieg der CD11b(HPopulation.

Ab dem 3. Tag der Differenzierung ist ein Anstieg von F4/80 nachweisbar.

An Tag 5 erreicht der Anteil GFRpositiver Zellen bereits 95%. Nur noch 25% der Zellen sind
CD11b(int)-, 70% CD11b(hi} und 20% der Zellen sind F4/80positiv.

Ab Tag 7 sind 95% der Zellen CD11b(h{ositiv. Diese Zellen sind ebenfalls GHpositiv. 75% der
Zellen sind F4/80-positiv. Ly6G- und CD11b(int)-positive Zellen kénnen nicht mehr nachgewie-
sen werden.

CD11c ist wahrend der gesamten Differenzierung vonM B j , WeGFP) schwach nachweisbar.

M-CSF induzierte Differenzierung zu M-M®(LysM-eGFP)
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Abb.3.1: Kinetik der Differenzierung von KMZ(LysM -eGFP) zu M- & j , Ud&BFP) in M-CSFhaltigem Medium.
Dargestellt ist die Veranderung der prozentualen Anteile von Zellen (Mittelwert von Duplika und Standardabweichung),
die die jeweiligen Oberflachenmarker und GFP im Verlauf von 12 Tagen nach Inkubation inQ%Fhaltigem Medium
exprimieren. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Wiederholungen. Makrophagenmarker: CD11b(hi),
F4/80, Neutrophilenmarker: CD11b(int), Ly6G, D&Marker: CD11c.

3.1.2 Differenzierung von KMZ zu GM - B j , Ud&BFP)

Auch in GMCSFhaltigen Medium fiihrt die Kdtivierung von KMZ nach 12 Tagen zum uberwie-

genden Anteil (95%) von LysMGFRpositiven und CD11b(hi}positiven Zellen. Im Unterschied

zur Kultivierung in M-CSF haltigem Medium steigt der Anteil von F4/8@ositiven Zellen nur auf
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Ergebnisse

35% und der von CD11¢epositiven Zellen auf nahezu 100%. Der Neutrophilenmarker Ly6G wurde
wie bei der Kultivierung in M-CSFhaltigem Medium nach 12 Tagen nicht mehr nachgewiesen.

An Tag 1 der Inkubation der KMZ in GACSFhaltigem Medium sieht man wie im MCSFhaltigem
Medium einen ceutlichen Anstieg der GFRexprimierenden Zellen auf ca. 70%. Es kommt ebenfalls
zu einem Anstieg von Ly6G und CD11b(int), aber auch CD11b(hi), F4/80 und CD11c konnte nach-
gewiesen werden.

Bereits am 2. Tag ist der Anteil der CD11b(hilPopulation auf 40% gatiegen. Die Ly6&ositive
und CD11b(int)-positive Population nimmt ab dem 2. Tag stetig ab, was auch bei Inkubation in
M-CSFhaltigem Medium nachgewiesen wurde. Im Gegensatz dazu nimmt der Anteil von F4/80
positiven und CD11epositiven Zellen zu. An Tag %ind ca. 80% der Zellen GFpositiv und
CD11b(hi)-positiv. 30% der Zellen sind F4/8Gpositiv, wobei es sich um eine schwache Expres-
sion handelt. 95% der Zellen sind CD1%positiv. Die Ly6Gpositive und CD11b(int)}-positive Po-
pulation nimmt weiterhin ab. Bis zu Tag 12 konnte in nahezu 95% der adharenten Zellen GFP
detektiert werden. Zu diesem Zeitpunkt waren nahezu 100% der Zellen CDLpositiv, mehr als
80% der Zellen waren CD11b(hij und etwa 35% F4/80-positiv. Ly6G konnte nicht mehr detek-

tiert werden und nur auf 10% der Zellen war CD11b(int).

Abb.3.2: Kinetik der Differenzierung von KMZ(LysM -eGFP) zu GM- kj , U&BFP) in GMCSF haltigem Me-
dium. Dargestellt ist die Veranderung der prozentualen Anteile von Zellen (Mittelwert von Duplika und Standardab-
weichung), die die jeweiligen Oberflachenmarker und GFP im Verlauf von 12 Tagen nach Inkubation in-GBFhalti-
gem Medium exprimieren. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Wiederholungen. Makrophagenmarker:
CD11b(hi), F4/80, Neutrophilenmarker: CL1b(int), Ly6G, DGMarker: CD11c.
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