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1 Einleitung

1.1 Toll-like Rezeptoren (TLRs)

Die Immunabwehr besteht bei Wirbeltieren aus zwei Komponenten, der adaptiven
(erworbenen) Immunitit und der evolutiondr konservierten angeborenen Immunitit
(,,innate immunity*). Letztere existiert bereits bei Pflanzen und Insekten und ist
Bestandteil der ,.first line of defense® vor der protrahiert einsetzenden Antwort der
erworbenen Immunitit. Die angeborene Immunitidt wurde zunichst vor allem durch
unspezifische Reaktionen wie Phagozytose und Komplementaktivierung charakterisiert.
Die Entdeckung der Toll-like Rezeptoren und ihrer Signalfortleitung durch Proteine wie
MyDS88 zeigten die angeborene Immunitit in ihrer Eigenschaft, auf unterschiedliche

Reize maBigeschneiderte Antwortreaktionen zu generieren.

Toll-like Rezeptoren gehdren zu den keimbahnkodierten Mustererkennungsrezeptoren
(pattern recognition receptors/PRR) und erkennen selektiv  pathogenassoziierte
molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns/PAMPs). Bei diesen
handelt es sich um invariante Muster, die sich auf einem breiten Spektrum von
mikrobiellen Erregern finden und die wegen ihrer essentiellen Bedeutung fiir den
jeweiligen Mikroorganismus phylogenetisch eine gewisse strukturelle Stabilitit
aufweisen. Die Interaktion von TLR und Pathogen fiihrt iiber evolutionédr konservierte
Signalkaskaden zu einer schnellen Immunantwort mit der Induktion
proinflammatorischer Zytokine und costimulatorischer Molekiile, der Reifung
dendritischer Zellen sowie der Modulation der spiter einsetzenden adaptiven Immun-

antwort (1).

Ihren Namen erhielten die TLRs von dem Toll-Gen, das Anfang der 80er Jahre bei
Drosophila entdeckt wurde und dort fiir die Entwicklung der dorsoventralen Achse
sowie bei den erwachsenen Tieren fiir die Abwehr von Pilzinfektionen zustindig ist (2).
Bereits 1991 wurde die Homologie in Aufbau und Signaltransduktion im Vergleich zum
IL-1 Rezeptor entdeckt (3), 1997 wurde ein humaner Toll-like Rezeptor geklont und

dessen immunologische Funktion nachgewiesen (4). Bei der Untersuchung der LPS-
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hyposensiblen Mauslinien C3H/HeJ und C57BL/10ScCr konnte die LPS-Resistenz
schlieBlich auf eine Punktmutation bzw. Deletion im TLR-Locus zuriickgefiihrt werden

(5, 6). Somit wurde der heutige TLR4 als Rezeptor fiir LPS identifiziert.

Heute sind beim Menschen zehn funktionelle Toll-like Rezeptoren (TLR1-10) bekannt.
Der bei Méusen charakterisierte TLR11 wird beim Menschen aufgrund eines Stopp-
Codons im TLR11-Locus nicht exprimiert (7). Die TLRs 1, 2 und 6 sind strukturell
verwandt und bilden eine Subfamilie. Eine weitere Subfamilie setzt sich aus den TLRs
7, 8 und 9, zwischen denen ebenfalls deutliche Homologien bestehen, zusammen.
Strukturell sind TLRs Typ I Transmembranrezeptoren, deren extrazelluldrer Bereich
sich durch ein leuzinreiches Wiederholungsmotiv (leucine-rich repeat/LRR) aus-
zeichnet, das fiir die Bindung der Pathogene bedeutend ist. Der intrazelluldre Teil
besitzt eine groBe Ahnlichkeit mit der intrazelluliren Domine der IL-1 Rezeptoren
Familie. Diese sogenannte TIR-Doméne (Toll/IL-1 receptor homology domain) ist
essentiell fiir die Interaktion mit dem jeweiligen Adaptermolekiil und somit fiir die
Signaltransduktion. Die meisten TLRs bilden Homodimere, TLR2 kann mit TLR1 oder
TLR6 Heterodimere bilden (1, 8).

Exprimiert werden die TLRs von zahlreichen Leukozyten, die jeweils charakteristische
TLR-Expressionsmuster aufweisen, darunter auch antigenprisentierende Zellen (APCs)
wie dendritische Zellen. Des Weiteren finden sich TLRs auf Gewebezellen wie
Fibroblasten, Epithelien und Endothelzellen (9-11). Innerhalb der Zelle sind die Toll-
like Rezeptoren an der Zelloberfliche (TLRs 1, 2, 4, 5, 6 und 10) und in intrazelluldren
Kompartimenten wie den Endosomen (TLRs 3, 7, 8 und 9) lokalisiert. Der dadurch
begrenzte Zugang verschiedener Liganden zu den TLRs wird zunehmend als ein
wichtiger Mechanismus ihrer Regulation angesehen (12). Die zellulire wie auch

subzelluldre Verteilung kann gewissen Modulationen unterliegen.

TLRs erkennen spezifisch PAMPs, die von Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen
stammen. Einen Uberblick iiber die verschiedenen Liganden der einzelnen Rezeptoren
gibt Tabelle 1-1. Dabei zeigt sich, dass einige TLRs wie TLR2 ein breites Kontingent
an verschiedenen Liganden erkennen, wihrend fiir andere wie TLRS5 nur einzelne
PAMPs bekannt sind. Die spezifische Detektion vieler unterschiedlicher PAMPs durch
einzelne Rezeptoren wird durch die Nutzung von akzessorischen Proteinen und im Fall

von TLR2 durch die Bildung von Heterodimeren erklért.



Tabelle 1-1: Auswahl exogener TLR-Liganden nach (1, 13, 14)

TLR PAMP Herkunft

TLR1/2 Triacyllipopeptide Bakterien/Mykobakterien
Pams;CSKgq synthetisch

TLR2 Lipopeptid, Lipoprotein grampositive Bakterien
Porine Neisserien
atypisches LPS gramnegative Bakterien, z.B.

Porphyromona gingivalis

Lipoarabinomannan Mykobakterien
Phospholipomannan Candida albicans
GPI-Anker Trypanosomen
Hamagglutin-Protein Masernvirus
unbekannt CMV, HSV-1

TLR2/6 Diacyllipopeptide Mycoplasmen
Lipoteichonsaure Gruppe B Streptokokken
Pam,CSKgq synthetisch

TLR3 dsRNA Viren (DNA+RNA)
Poly I:C synthetisch

TLR4 LPS gramnegative Bakterien
Mannan Candida albicans
Glycoinositolphospholipide Trypanosomen
Fusionsprotein respiratory syncytial-virus (RSV)
Taxol synthetisch

TLR5 Flagellin begeiBelte Bakterien

TLR7 ssRNA RNA-Viren (IAV, HIV, VSV)
Imiquimod, Resiquimod (R848) synthetisch

TLR8 ssRNA RNA-Viren (HIV)
Resiquimod synthetisch

TLR9 unmethylierte CpG-DNA Bakterien/Mykobakterien,

Viren (HSV1, HSV2)

Hamozoin Plasmodien

TLR10 unbekannt unbekannt

Abkiirzungen: CMV=Cytomegalie-Virus, GPI-Anker=Glycosylphosphatidylinositol-Anker,

IAV=Influenza A-Virus, HIV=Humanes Immunschwéche-Virus, HSV=Herpes simplex-

Virus, LPS=Lipopolysaccharid, Pam3CSKg¢= palmitoyl-3-cysteine-serine-lysine-6,

Poly I:C= polyinosinic-polycytidylic acid, RSV=respiratory syncytial-virus,

VSV=vesicular stomatitis-virus
Des Weiteren wurden verschiedene endogene Liganden vorgeschlagen, die als
Warnsignal fiir Gewebeschidden zu einer Aktivierung der TLRs fiihren sollen. Zu diesen
potentiellen Liganden gehoren u.a. die Hitzeschockproteine (HSP) 60 und 70 (beide
TLR2+4), Fibrinogen, Fibronektin und Heparansulfat (TLR4). Auflerdem wurde mRNA
als moglicher TLR3 Ligand beschrieben. Die Entdeckung, dass einige dieser Funde
durch LPS-Kontaminationen enstanden sind, fithrte in Anbetracht der Tatsache, dass

LPS TLR4 schon in minimalen Konzentrationen aktivieren kann dazu, dass die

endogenen TLR-Liganden kontrovers diskutiert werden (15, 16).

In dieser Arbeit wurden die Liganden LPS (TLR4), CpG-DNA (TLR9) und Poly I:C

(TLR3) zur Aktivierung von verschiedenen Endothelzellen verwendet.

LPS oder Endotoxin ist Bestandteil der Zellmembran gramnegativer Bakterien. Da LPS
bei den unterschiedlichen Bakterienstimmen eine groBe Variabilitit zeigt, richten sich
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die LPS Rezeptoren gegen dessen konservierte Struktur, das Lipid A. Die Gesamt-
struktur des LPS-Molekiils hat aber durchaus Einfluss auf die weitere Signal-
transduktion. Das in dieser Arbeit verwendete LPS (E.coli 55:B5) induziert bevorzugt
den MyD88-abhingigen Signalweg (17, 18).

TLR9 kann durch bakterielle und virale DNA mit sogenannten CpG-Motiven stimuliert
werden. Die DNA von Sédugern ist vor einer TLR-Erkennung weitgehend geschiitzt, da
sie weniger CpG-Motive enthilt und diese zudem hédufig methyliert sind. Bei der CpG-
DNA werden zwei Typen unterschieden, nimlich die ,konventionelle*
CpG-B/K-Typ CpG-DNA und die CpG-A/D-Typ CpG-DNA, welche in speziellen
Zellarten eine verstdrkte Interferonproduktion induzieren kann. Zur Aktivierung von
TLRY9 wurde hier synthetische DNA mit unmethyliertem CpG-Motiv, die die gleiche
immunstimulatorische Wirkung wie bakterielle oder virale DNA hat und zum A-Typ

gezihlt wird, verwendet (19-22).

Der dritte verwendete Ligand, Poly I:C, ist das synthetische Analog von dsRNA. Diese
ensteht wihrend der Replikation von DNA- und RNA-Viren und aktiviert TLR3 (23).

1.2 Akzessorische Proteine und Adapter

Die Signalgenerierung durch Toll-like Rezeptoren kann an verschiedenen Punkten
moduliert werden. Dabei helfen sowohl Corezeptoren und akzessorische Proteine bei
der Interaktion mit dem Pathogen als auch unterschiedliche Adaptermolekiile in der

folgenden Signaltransduktion.

Bei dem relativ gut erforschten TLR4 Rezeptor sind an der extrazelluliren LPS-
Erkennung mehrere Proteine beteiligt. Das aktuelle Modell der LPS-Detektion beginnt
mit der Bindung von LPS-Aggregaten durch das zu den PRR gehdrende Akute Phase
Glykoprotein LPB (LPS-bindendes Protein). Dieses iibergibt ein LPS-Monomer an den
PRR CDI14, der durch einen GPI-Anker membrangebunden oder frei im Plasma
vorkommt. CD14 iibertragt das Monomer an MD-2 (Myeloide Differenzierung-2),
welches mit einer Ektodomédne von TLR4 assoziiert ist. Die folgende Bildung eines
Komplexes aus LPS, MD-2 und TLR4 ist der letzte Schritt zur extrazelluliren LPS-
Erkennung (17). Es wurde nachgewiesen, dass MD-2 obligat fiir die LPS-Erkennung
durch TLR4 ist (24). LBP sowie CDI4 nehmen neben ihrer Funktion bei der



extrazelluldren Interaktion mit LPS Einfluss auf die Signaltransduktion und haben sich

dabei als notwendig fiir den MyD88-unabhédngigen Weg erwiesen (25, 26).

CD14 ist nicht nur an der Signalgenerierung durch TLR4 beteiligt, sondern kann
zusitzlich die Aktivierung des Dimers TLR1/2 durch Lipopeptide sowie die TLR3-
Signaltransduktion verstirken (27, 28).

Als weitere Corezeptoren, die das TLR2 Signal verstirken, fungieren Dectin-1 und
CD36. Der Lektinrezeptor Dectin-1 ist an der Erkennung von B-Glucan - einer Zell-
wandkomponente von Pilzen - beteiligt (29), wihrend CD36, ein Scavenger Rezeptor,
als Corezeptor die Detektion von Diacyllipoproteinen durch das Heterodimer TLR2/6
unterstiitzt (30).

Die Signalfortleitung der TLRs wird durch Adapterproteine vermittelt, die sich durch

den Besitz einer TIR-Doméne auszeichnen. Aktuell sind fiinf solcher Proteine bekannt:
e MyD88 (Myeloider Differenzierungsfaktor 88)

e TIRAP =Mal
(TIR Doméne-enthaltendes Adapterprotein = MyD88-Adapter-dhnlich)

e TRIF = TICAM-1
(Toll/TL-1 Rezeptordoméne-enthaltender IFN-3 induzierender Adapter
= Toll/IL-1 enthaltendes Adaptermolekiil-1)

e TRAM =TICAM-2
(TRIF-verwandtes Adaptermolekiil = Toll/IL-1 enthaltendes Adaptermolekiil-2)

e SARM (Sterile oo und HEAT/Armadillo Motive) (31)

Das verbreiteste Adaptermolekiil, MyD88, ist an der Signalfortleitung aller TLRs auf3er
TLR3 beteiligt (32, 33). MyD88 initiiert den sogenannten ,MyD88-abhingigen
Signalweg®, der iiber eine mehrschrittige Signalkaskade und die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und IRF5 zur Induktion von Genen fiir die
proinflammatorische Immunantwort fiihrt. Fiir TLR2 und TLR4 wird der MyD88-
abhingige Weg zusitzlich iiber TIRAP generiert, welches die Signaltransduktion
zwischen TLR und MyD88 transduziert (34).

Untersuchungen von MyD88-knockout Midusen wiesen auf die Existenz eines weiteren
Signalweges hin (35). Als Mediator dieses sogenannten ,MyD88-unabhingigen
Signalwegs* wurde das Adapterprotein TRIF identifiziert, welches Signale von TLR3

und TLR4 iibermittelt (36). Fiir die Fortleitung des TLR4 Signals wird zusitzlich
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TRAM benotigt (37, 38). Der MyD88-unabhingige Weg fiihrt zu einer Aktivierung von
NF-«B in der spiten Phase (35) sowie zu der Aktivierung von IRF3. Dem fiinften
Adapterprotein SARM wird eine spezifische inhibitorische Funktion gegeniiber TRIF

zugeschrieben (39).
Extrazellularraum Intrazellularraum
[TLR1+2]  [TLR2+6] [ TLRS | | TLR4 | TLR7/8
Triacyl- Diacyl-

lipopetide lipopetide Flagellin LPS CpG-DNA

inflammatorische Zytokine/

inflammatorische Zytokine Typ | Interferone

Abbildung 1: Nutzung der verschiedenen Adapterproteine im TLR-Signalweg.

Die TLRs werden in den verschiedenen zelluldaren Kompartimenten Gber ihre jeweiligen
Liganden aktiviert und transduzieren ihr Signal durch die spezifische Nutzung von
Adapterproteinen. Der nicht dargestellte TLR10 Gbermittelt sein Signal wahrscheinlich von der
Zellmembran aus tber MyD88 (40). TLR4 kann sein Signal sowohl Gber Mal/MyD88 als auch
Uber TRAM/TRIF weiterleiten. Am Ende der Signalkaskade erfolgt die Induktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen, bei einigen TLRs zusétzlich die Induktion von Typ | Interferonen.
modifiziert nach Kawai et al. (41) (Abkirzungsverzeichnis siehe Anhang)

1.3 Subzellulare Lokalisationen

TLRs und ihre Adapterproteine werden in fiir sie charakteristischen zelluldren
Kompartimenten exprimiert. Sie finden sich sowohl an der dufleren Plasmamembran als
auch in den Zellorganellen. Dort werden subzellulire Kompartimente wie das
endoplasmatische Retikulum (ER), Endosomen und der Golgi-Apparat durch
intrazelluldare Membranen abgegrenzt. Die Zellorganellen werden durch das Zytoskelett,
insbesondere die Mikrotubuli, bei intrazelluliren Transporten geleitet oder in ihren

vorgesehenen Positionen verankert. Des Weiteren bilden die Mikrotubuli die Mitose-

6



spindel. Bei tierischen Zellen entspringen die Mikrotubulindimere in der Regel dem
Zentrosom und strahlen von dort in das Zytoplasma aus. Das Zentrosom, dessen
Keimbildungsstellen fiir die Tubuli aus y-Tubulin bestehen, liegt bei Zellen, die sich
nicht in der Mitose befinden, in der Ndhe von Zellkern und Golgi-Apparat (42).

Plasma-

membran & ==
y _ A i\ Mikrotubuli
Mitochondrien \
0
= D Zentrosom
Lysosom — |
Golgi-Apparat
Zellkem
Nukleolus
endoplasmatisches
Retikulum Vesikel

Abbildung 2: schematische Darstellung einer eukaryotischen Zelle
modifiziert enthommen aus http://homepage.univie.ac.at/roland.sedivy/Zelle/index.html

Die subzelluldren Lokalisationen der TLRs stehen in Beziehung zu den von ihnen
erkannten Liganden. Die TLRs 1, 2, 4, 5 und 6 erkennen vornehmlich Pathogene, die
sich aulerhalb der Zelle befinden (wie z.B. die bakterielle Zellwandkomponente LPS)
und sind somit an der Zelloberflache lokalisiert. Strukturell handelt es sich bei ihren
Liganden um Proteine und Lipide. Die Nukleinsiduren-erkennenden TLRs 3, 7, 8 und 9
werden in intrazelluliren Kompartimenten exprimiert. In Anbetracht der Tatsache, dass
die Differenzierung der DNA von Mikroben und von Sdugern schwierig ist und so
wirtseigene Nukleinsduren moglicherweise als TLR-Liganden agieren konnen, bietet
die intrazelluldre Lokalisation einen gewissen Schutz, indem der Zugang zu den TLRs
beschridnkt wird (1, 43). Diese Verteilung kann jedoch in Abhingigkeit von Zelltyp und

Pathogenexposition moduliert werden.

In diesem Sinne wird TLR2 bei Makrophagen nach der Interaktion mit dem Liganden
Zymosan zu den Phagosomen rekrutiert (44). Beim Darmepithel wird TLRS an der

basolateralen, nicht aber der apikalen Epitheloberfliche exprimiert, sodass invasive
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Mikroben, nicht aber kommensale Flora eine Immunreaktion auslosen (45). TLR4
wurde zundchst an der Oberfliche von Makrophagen nachgewiesen (46). Obwohl LPS
schnell in die Zelle aufgenommen und zum Golgi-Apparat transportiert wird, erfolgt bei
Makrophagen die LPS-Detektion unabhingig davon bereits an der Oberfliche (47, 48).
Im Gegensatz dazu scheinen Internalisierung und Transport zum Golgi-Apparat fiir die
LPS-Detektion von intestinalen Epithelzellen eine maB3gebliche Rolle zu spielen, was
ebenfalls einen Schutz vor iiberschieBenden Reaktionen auf die physiologische

Darmflora darstellen konnte (49).

Auch die intrazelluliren Rezeptoren unterliegen Modulationen. TLR3 wird bei
Fibroblasten nicht nur intrazelluldr, sondern auch an der Oberfliche exprimiert.
Intrazelluldres TLR3 wurde in speziellen Vesikeln nachgewiesen, die aber nicht den
Endosomen oder Lysosomen entsprachen (50, 51). Im gleichen intrazelluldren
Kompartiment konnte TLR7 lokalisiert werden (52). TLR9 befindet sich innerhalb der
ruhenden Zelle im ER. Wird der TLR9 Ligand CpG-DNA internalisiert, kommt es zu
einer Umverteilung von TLRY in die Endosomen und anschlieBend in das tubulédre
lysosomale Kompartiment (53, 54). Fir die Reaktion auf CpG-DNA ist die
Azidifizierung der Endosomen/Lysosomen bedeutend (55). Die Notwendigkeit der
endosomalen Reifung wurde ebenfalls fiir die Signaltransduktion der TLRs 3 und 7
nachgewiesen (51, 56). Die Untersuchung chimérischer, auf der Zelloberfliche
exprimierter TLR9 Rezeptoren lie3 jedoch erkennen, dass diese auch ohne eine
Internalisierung des Liganden in eine Umgebung mit niedrigen pH-Wert aktiviert
werden konnen. Zudem reagierten die chimérischen Rezeptoren auf DNA von Sdugern.
Dies zeigt, dass die subzellulire Rezeptorlokalisation von TLR9 im Sinne einer
Zugangsbeschrinkung eine wichtige Rolle dabei spielt, die Aktivierung durch

wirtseigene DNA zu verhindern (57).

Auch die Adapterproteine konnen in speziellen Kompartimenten lokalisiert werden.
MyD88 stellt sich in diskreten granuldren Foki dar. Diese sind im Zytoplasma verteilt
und weisen unterschiedliche Morphologien auf (58, 59). Das Adapterprotein TRIF ist
ebenfalls im Zytoplasma nachweisbar, wo es im Gegensatz zu MyD88 aber diffus
verteilt ist (60). Die beiden Adapter TIRAP und TRAM, die an der Signaliibertragung
von MyD88 und TRIF bei einzelnen TLRs beteiligt sind, werden im Bereich der
Plasmamembran exprimiert. TRAM ist zusitzlich im Golgi-Bereich nachweisbar (58,

61).



1.4 MyD88 (myeloid differentiation factor 88)

Das MyD88 Adapterprotein wurde urspriinglich als Produkt eines neuentdeckten Gens,
der Gruppe der MyD (myeloid differentiation primary response) Gene, die bei der
Differenzierung von myeloiden Zellen induziert werden, charakterisiert (62). Induziert
durch IL-6 folgte bei murinen M 1D+ myeloleukdmischen Zellen Wachstumsstillstand
und Differenzierung als Konsequenz einer Aktivierung des MyD88 Gens. Diesem
wurde folglich eine Rolle als Mediator der terminalen myeloiden Differenzierung

zugeschrieben (63).

1994 wurde die Homologie zwischen der C-terminalen Region von MyD88 und den
intrazelluliren Dominen der Toll/IL-1 Rezeptorfamilie, der TIR-Doméne, entdeckt
(64). Im Gegensatz zu den bekannten TIR-Domédnen enthaltenden Proteinen wurde
MyD88 aber als rein zytoplasmatisches Protein charakterisiert, das auferdem eine
Todesdomine (Death domain/DD) besall. Zusitzlich konnte die anfangs nur in
myeloiden Zellen beschriebene MyD88-mRNA in einer Vielzahl von adulten humanen
Geweben nachgewiesen werden (65). Humanes MyD88 konnte schlieflich als Adapter
fiir die Toll- und IL-1 Signalkaskade im Menschen charakterisiert werden. Es detektiert
mit seiner C-terminalen TIR-Doméne Signale von TLR und IL-Rezeptor und leitet mit

seiner N-terminalen Todesdomine die weitere Signalkaskade ein (66-68).

1.5 MyD88-abhangige Signalkaskade

Alle TLRs auBler TLR3 konnen durch den MyD88-abhingigen Signalweg iiber die
Translokation der Transkriptionsfaktoren NF-kB, AP-1 und IRFS5 in den Zellkern zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-6 und IL-12 fiihren (69) (siehe
Abbildung 3).

Nach der Bindung eines Pathogens bilden die TLRs Dimere und fiithren so eine
Konformationsénderung herbei, die die Rekrutierung des TIR-Doménen enthaltenden
Proteins MyD88 erlaubt. MyD88 assoziiert mit der zytoplasmatischen Domine der
TLRs durch eine homophile Interaktion beider TIR-Doméinen. Bei der Transduktion
von Signalen der TLRs 2 und 4 wird diese Interaktion durch das Adapterprotein TIRAP
vermittelt (70). MyD88 rekrutiert durch seine Todesdoméne die Serin/Threoninkinasen
IRAK4 und IRAKI1, die ebenfalls eine Todesdomine besitzen welche eine homophile

Interaktion mit der entsprechenden Doméne von MyD88 eingehen. Das aktivierte



IRAK4 phosphoryliert IRAK1 (71-73). Daraufhin assoziieren beide mit TRAF6 (74,
75). TRAF6 ist eine Ubiquitin-Ligase und kann zusammen mit dem Ubiquitin-
konjugierenden Enzymkomplex Ubcl3/UevlA spezielle Polyubiquitinketten bilden.
Diese K63-Polyubiquitinkette mit regulatorischen Funktionen wird an TRAF6 selbst
und IKKy konjugiert. Sie ist an den Ubiquitin-Lysinrest 63 gebunden und markiert im
Gegensatz zur K48-Polyubiquitierung nicht zum proteasomalen Abbau (76, 77). Das
ubiquitinylierte TRAF6 aktiviert und rekrutiert TAKI, ein Mitglied der MAP3K-
Familie und dessen Bindungsproteine TAB1 und TAB2 bzw. dessen Homolog TAB3
(78-80). TAK1 phosphoryliert die MAPK Kinase 6 (MKK6), die iiber die MAPKs p38
und Jnk zur Aktivierung von AP-1 fiihrt. AuBerdem phosphoryliert TAK1 den IKK-
Komplex (81, 82). Der IKK-Komplex besteht aus der regulatorischen Untereinheit
IKKy (= NEMO) sowie den beiden katalytischen Untereinheiten IKKa und IKKp. Die
Phosporylierung von IKKB durch TAKI1 aktiviert den IKK-Komplex, der wiederum
IkBa phosphoryliert. IkBa, welches mit NF-«kB interagiert und dieses so im Zytoplasma
hilt, wird durch die Phosphorylierung fiir die K48-Polyubiquitierung und damit fiir den
proteasomalen Abbau markiert. Dadurch wird NF-«B frei und gelangt in den Nukleus

(83).

Als dritter Transkriptionsfaktor im MyD88-abhéngigen Signalweg wird IRFS aktiviert.
Die TLR Stimulation induziert die Bildung eines Komplexes aus MyD88, TRAF6 und
IRF5. Dies fiihrt zu der Aktivierung von IRF5 und dessen Translokation in den Zellkern
(84, 85).

Ein spezieller MyD88-abhédngiger Signalweg existiert in plasmozytoiden dendritischen
Zellen (pDCs). Diese Unterart der dendritischen Zellen exprimiert die TLRs 7 und 9 im
endosomalen Kompartiment und ist in der Lage, bei Stimulation hohe Mengen Typ I
IFN zu bilden (86, 87). Dies geschieht ebenfalls in einem MyD88-abhingigen
Signalweg. Nach Aktivierung der TLRs bildet IRF7 einen Komplex mit MyD8S,
IRAK]1, IRAK4 und TRAF6. Das aktivierte IRF7 transloziert darauf in den Nukleus
und vermittelt die Induktion von Typ I IFN-Genen (60, 88, 89).
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Abbildung 3: MyD88-abhéangige Signalkaskade

Nach der Bindung eines Liganden rekrutieren die TLRs MyD88 (bei TLR4 mediiert Gber TIRAP).
Es folgt die sequentielle Aktivierung von IRAK4, IRAK1 und TRAF6. TRAF6 katalysiert
zusammen mit dem Enzymkomplex Ubc13/Uev1A die Bildung einer K63-Polyubiquitinkette an
TRAF®6 selbst und IKKy und aktiviert den TAK1-Komplex (TAK1, TAB1, TAB2/3). TAK1
phosphoryliert und aktiviert IKKB, welches wiederum IkBa phosphoryliert. Dieses wird so Uber
die K48-Polyubiquitierung zum proteasomalen Abbau markiert, wodurch NF-kB freigesetzt wird.
TAK1 fuhrt auBerdem Uber die MAP-Kinasen p38 und Jnk zu der Aktivierung von AP-1.
Zusétzlich wird IRF5 durch Bildung eines Komplexes mit MyD88 und TRAF6 aktiviert. Die drei
Transkriptionsfaktoren translozieren in den Zellkern und vermitteln die Induktion der pro-
inflammatorischen Reaktion. (Abkirzungsverzeichnis sieche Anhang)
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1.6 Klinische Bedeutung

Die TLRs und ihre Signalgebung werden mit einer Vielzahl von Erkrankungen in
Verbindung gebracht. Genpolymorphismen und Defekte konnen eine vermehrte
Krankheitsanfélligkeit vermitteln, andererseits jedoch auch eine Schutzfunktion
ausiiben. Auflerdem wird ihre Rolle bei der Genese von Autoimmunitit diskutiert. Ein
wichtiger Aspekt ihrer klinischen Bedeutung ist aber auch die Fahigkeit, die adaptive
Immunantwort in einem Prozess, bei dem dendritische Zellen eine tragende Rolle
spielen, einzuleiten (90). Die Modulation der adaptiven Immunitdt durch TLRs gibt
dabei wichtige Hinweise auf die Funktion bekannter Impfstoffe und bietet Ansitze,
neue Vakzine in ihrer Wirksamkeit zu optimieren (91, 92). TLR-Signale haben Einfluss
auf die Differenzierung von T-Helfer-Zellen (Ty). Diese konnen als Tyl-Zellen die
zelluldare Immunitit begiinstigen oder als Ty2-Zellen IgE-Produktion und Eosinophilie
stimulieren. TLRs beeinflussen die Ty1/Ty2-Balance, wobei die meisten TLR-Liganden
eine Tyl-Differenzierung induzieren. In dieser Eigenschaft konnten die TLRs eine
wichtige Rolle in der Pathogenese allergischer Erkrankungen spielen (93, 94). Der
Immunmodulator Imiquimod, der lokal z.B. zur Behandlung von Basalzellkarzinomen
eingesetzt wird, ist ein TLR7-Agonist. Seine antivirale und antitumorése Wirkung wird
mechanistisch zu einem groBen Anteil der Induktion einer Immunantwort des Tyl-
Phinotyps zugeschrieben (95, 96). Somit stellt die Modulation des adaptiven
Immunsystems durch TLRs vielfiltige Ansitze fiir Krankheitsprophylaxe und Therapie

bereit.

Uber Polymorphismen, Defekte in der Signalkette und iibermiBige Aktivitit wird eine
Rolle der TLRs bei so unterschiedlichen Erkrankungen wie z.B. Sepsis, SLE
(systemischer Lupus erythematosus) oder Arteriosklerose diskutiert. So wurde
dokumentiert, dass sowohl TLR4 als auch TLR2 an der Entstehung von Arteriosklerose
beteiligt zu sein scheinen und bei MyD88-Defizienz eine signifikante Abnahme der
GroBe arteriosklerotischer Plaques festgestellt werden kann (97, 98). Polymorphismen
von TLR4, TLR2 sowie IRAK4 werden mit der Inzidenz und Progression der Sepsis in
Verbindung gebracht (99, 100).

Auch bei der Pathogenese von SLE wird eine Beteiligung der Toll-like Rezeptoren,
speziell TLR7 und 9 diskutiert. SLE ist gekennzeichnet durch B-Zell-Uberaktivitit und

die Produktion von Autoantikorpern gegen Nukleinsduren/Proteinkomplexe wie
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Chromatin  (enthdlt dsDNA und Histone) und snRNPs (small nuclear
ribonucleoproteins). Hohe Interferon-o Spiegel korrelieren mit der Krankheitsaktivitit.
Die frithe Pathogenese konnte mit der beeintrichtigten Beseitigung von extrazellulirem
apoptotischen Zellmaterial in Zusammenhang gebracht werden, welches somit eine
Autoantigenquelle  darstellt.  Extrazellulire Nukleinsduren konnen von den
entsprechenden TLRs als Ligand erkannt werden, die aber als Schutz vor
ungewiinschter Aktivierung intrazelluldr lokalisiert sind. Werden die Nukleinsduren von
autoimmunen B-Zellen iiber den B-Zell Rezeptor aufgenommen und so internalisiert,
konnen sie zusitzlich die endosomal lokalisierten TLR7 und 9 aktivieren und so die
B-Zelle zur Produktion von Autoantikorpern mit der folgenden Bildung von
Immunkomplexen anregen. Diese Immunkomplexe konnen von plasmozytoiden
dendritischen Zellen, welche bei Aktivierung hohe Mengen an IFN-a produzieren
konnen, iiber den FcyRlIla Rezeptor aufgenommen werden und so die intrazelluldren
TLRs zur Induktion von Zytokinen und Chemokinen mit vielfiltiger systemischer
Wirkung anregen. Verschiedene Untersuchungen von knockout Médusen der ent-
sprechenden TLRs zeigten jedoch widerspriichliche Ergebnisse, sodass sich eine
tragende Rolle fiir TLRs in der SLE-Pathogenese bisher nicht nachweisen liel (101,
102).

1.7 Endothelzellen

Endothelzellen (ECs) sind als biologisch aktive Barriere zwischen Blutbahn und
Gewebe an einer Vielzahl von physiologischen Funktionen beteiligt. Eine wichtige
Rolle spielen sie auch bei inflammatorischen Reaktionen durch die Rekrutierung von
Leukozyten an den Ort von Infektion oder Gewebeschiddingung sowie durch die
Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und sind somit ein wichtiger
Bestandteil der natiirlichen Immunitidt. In Einklang dazu konnten bereits auf
verschiedenen Endothelzellen TLRs nachgewiesen werden. Dazu gehodren pulmonale,
dermale, intestinale und koronare Endothelzellen sowie Endothelien lymphatischer
GefiBie (103-105). Zusitzlich zu ihrer Differenzierung nach Organherkunft konnen als
strukturelles Merkmal die Endothelzellen kleiner Gefifle (mikrovaskulére
Endothelzellen) und die groBer GefidBle (makrovaskulidre Endothelzellen) unterschieden

werden.
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Nimmt man Endothelzellen als Versuchsmodell, so ist zu beriicksichtigen, dass sie in
Abhingigkeit von ihrer Herkunft innerhalb des Korpers spezialisierte Aufgaben haben
und somit eine deutliche Heterogenitit in Struktur und Funktion zeigen. In dieser Arbeit
wurden deshalb eine makrovaskuldre und eine mikrovaskuldre Endothelzelllinie sowie
primire mikrovaskulédre Zellen untersucht. Gleichzeitig handelt es sich dabei um Zellen

unterschiedlicher Gewebeherkunft:

Bei den EA.hy 926 handelt es sich um eine makrovaskulidre Hybridom-Zelllinie, die aus
der Fusion primérer Nabelschnurendothelien, den HUVECs (human umbilical vein

endothelial cells) und der humanen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 entstand (106).

Die mikrovaskuldaren HMEC-1 (humane mikrovaskulidre Endothelzellen) wurden durch
die Transfektion von primédren Hautendothelzellen mit einem auf pBR322-basierenden
Plasmid, das die kodierende Region fiir das groe T-Antigen des SV40 (Simian
Virus 40) enthélt, immortalisiert. Sie bieten die charakteristischen Eigenschaften
mikrovaskulidrer Endothelzellen wie die Sekretion von VWF und Aufnahme von

acetyliertem LDL (107).

Um primére Zellen handelt es sich bei den HDMEC (humane dermale mikrovaskulére

Endothelzellen), welche zugleich die priméren Zellen der HMEC-1 sind.

1.8 Interleukin-8
Interleukin-8 (= CXCL-8) ist ein chemotaktisches Zytokin, das zur Subgruppe der

CXC-Chemokine gehort. Diese Gruppe wird strukturell durch zwei aminoterminale
Cysteinreste, welche durch eine Aminosdure verbunden sind charakterisiert (Cystein-X-
Cystein). Funktionell gehort IL-8 zu den inflammatorischen Chemokinen, deren
Sekretion bei der frithen Entziindungsreaktion induziert wird. IL-8 wird v.a. von
Immunzellen wie aktivierten Monozyten aber auch von einer Vielzahl von
nichtimmunologischen Zellen, insbesondere Endothelzellen gebildet (108). Die
Freisetzung von IL-8 wird durch zahlreiche Stimuli initiiert, darunter TNF-a, IL-1p und
auch LPS (109). Bei gesunden Probanden konnten nach intravendser LPS-Gabe
maximale IL-8 Spiegel 2-3 Stunden nach Injektion dokumentiert werden (110).
Aufgrund dieser Voraussetzungen ist IL-8 ein geeigneter Parameter zur Messung der

inflammatorischen Reaktion von Endothelzellen in vitro.

Das IL-8 Signal wird durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die ebenfalls auf

zahlreichen Zelltypen exprimiert werden, transduziert. Dabei bindet IL-8 sowohl an
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einen IL-8 spezifischen als auch an einen CXC-gruppenspezifischen Rezeptor. Als
inflammatorisches Chemokin rekrutiert IL-8 neutrophile Granulozyten und Monozyten
durch Bildung eines chemotaktischen Gradienten an den Ort der Entziindung. Des
Weiteren vermittelt IL-8 auch Aktivierung und Degranulation von neutrophilen

Granulozyten.

Aufgrund seiner Wirkung auf neutrophile Granulozyten wurde fiir IL-8 friih eine Rolle
in der Pathophysiologie der Sepsis diskutiert. Tatsdchlich zeigte es sich, dass bei
septischen Patienten erhohte IL-8 Spiegel zu finden sind und dass diese Spiegel in
Korrelation mit prognostisch relevanten klinischen und laborchemischen Parametern
stehen. Aktuell stellt IL-8 deshalb einen moglichen Parameter zur Prognose sowie zur
Fritherkennung einer Sepsis bzw. bakteriellen Infektion, v.a. in der Neonatologie dar
(109, 111). AuBlerdem wird eine Rolle in anderen entziindungsassoziierten
Krankheitsbildern wie auch in der Pathogenese der Arteriosklerose vermutet (112).
Abgesehen von seiner inflammatorischen Funktion wurde fiir IL-8 eine Beteiligung bei
der Angiogenese bechrieben und des Weiteren die Stimulation des Wachstums von

Tumorzellen diskutiert (113).

1.9 Zielsetzung
In dieser Arbeit sollte die Rekrutierung des (TLR-)Adapterproteins MyD88 in die

verschiedenen zelluldaren Kompartimente nach Aktivierung mit TLR-Liganden

dargestellt werden.

Als Versuchsobjekt wurden Endothelzellen, die aufgrund ihrer Lage im Organismus als
Barriere zwischen Blutbahn und Gewebe eine Schliisselrolle bei der
Entziindungsreaktion spielen, ausgewdhlt. In vorausgehenden Experimenten konnten
bereits die Expression aller TLRs auf Endothelzellen charakterisiert werden. Da bei den
verschiedenen Endothelzellen heterogene Reaktionen zu erwarten sind, wurden hier
makro- und mikrovaskuldre Endothelzellen unterschiedlicher Organherkunft beziiglich
ihrer Reaktion auf ausgewihlte TLR-Liganden untersucht. Es stellt sich die Frage, ob
bei den untersuchten Endothelzellen (HDMEC, HMEC-1, EA.hy 926) in der Reaktion

auf verschiedene TLR-Liganden signifikante Unterschiede festzustellen sind.

Beziiglich der Darstellung der subzelluldren Verteilung von MyD88 sollte besonderer
Wert auf die Darstellung des endogenen Proteins gelegt werden. In der aktuellen
Literatur wird mit einer Ausnahme ausschlieBlich GFP zur Darstellung von MyD88

verwendet, sodass dabei iiberexprimiertes GFP/MyD88-Fusionsprotein, aber kein
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endogenes MyD88 untersucht wird. Hier war es die Zielsetzung, {iiber eine
Immunfluoreszenzmarkierung ausschlieBlich endogenes MyD88 darzustellen. Dieses
sollte zundchst innerhalb der ruhenden Zelle untersucht werden, um im Folgenden
erstmalig dessen Umverteilung nach der Bindung von verschiedenen TLR-Liganden
darzustellen. Augenmerk sollte dabei sowohl auf das ligandenabhingige Verteilungs-
muster sowie den Zeitrahmen, in dem diese Umverteilung geschieht, gelegt werden. In
Vergleich mit bereits veroffentlichten Arbeiten stellte sich die Frage, inwiefern die
Ergebnisse fiir iiberexprimiertes MyD88/GFP-Fusionsprotein und endogenes MyD88 in
der initialen Verteilung bzw. des zeitlichen Ablaufs der ligandeninduzierten

Umverteilung differieren.

16



2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate
Autoklav

Brutschrianke: - Heracus® HERAcell®
-1G 150

Einfrierbox
Eppendorf Multipette 4780

Mikroskope: - Axioplan, Axioplan 200

- Leica TCS SP2 AOBS

Mikroskop-Kamera: RT-Color SPOT

Multifunktionsplattenleser: Flurostar-Optima
pH-Meter

Sterilbianke: EFSEC, Sterilbank Euroflow
Tischzentrifuge: 5415D
Ultraschallprozessor: UP50H

Waagen: Feinwaage AG285, Waage E200
Wasserbad: Thermomix RU

Zellzentrifuge: Allegra 6KR

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
96-Well Platte (ELISA)

96-Well Platte (Protein-Assay)

Chamber Slide 8-Well Objekttriager (Glas)

Gossner, Hamburg

Thermo Electron, Langenselbold,

Jouan, Saint Herblain, Frankreich
Nallgene, Rochester (NY), USA
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Leica, Wetzlar

Diagnostic Instruments,

Sterling Heights (MI), USA

BMG, Offenburg

Knick, Berlin

Clean Air, Woerden, Niederlande
Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher Ultrasonics, Teltow
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
Braun, Melsungen

Beckmann Coulter, Fullerton (CA),
USA

Nunc, Wiesbaden
Greiner, Frickenhausen

Nunc, Wiesbaden
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Falcons (15 ml, 50 ml)

Kryorthrchen

Pipetten (2 ml)

Pipetten (5 ml)

Pipetten (10 ml, 25 ml)
Pipettenspitzen

Reaktionsgefifle (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Spritzen (10 ml, 50 ml)

Sterilfilter (0,2 pm)

Zellkulturplatten (6-Well, 12-Well)

Zellkulturschale (10 cm)

2.1.3 Chemikalien

Aceton

BSA
Dinatriumhydrogenphosphat
DABCO

Ethanol
Ethyldiamintetraessigsaure
EuKitt

Hématoxylin
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Mowiol

Natriumazid
Natriumchlorid

Natriumdesoxycholat

Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

Starlab, Ahrensburg
Eppendorf, Hamburg
Braun, Melsungen
Sartorius, Gottingen
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Kindler, Freiburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Calbiochem, Schwalbach
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nonidet P-40 (NP40)

Paraformaldehyd (PFA)
Proteaseinhibitortabletten (Complete™Mini)
Isopropanol

Tris

Triton-X-100

Tween 20x

Schwefelsidure

Wasserstoffperoxid (30%)

Xylol

2.1.4 Puffer und Lésungen

PBS (pH 7.,4)

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO,4 * 2H,O 8,1 mM

KH,PO4 1,5 mM

PFA 8 % (pH 7,4)

(= Paraformaldehyd)

PBS 300 ml

PFA 40 g

Aqua bidest. ad 500 ml

Lagerung bei - 20 °C

Roth, Karlsruhe
Fluka, Seelze
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Fluka, Seelze
Fluka, Seelze
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PBS/0,02%EDTA (pH 7.,4)
10x PBS 100 ml
EDTA 200 mg

Aqua bidest. ad 1000 ml

TBS (pH 7.8)

Tris 20 mM
NaCl 150 mM
PBST (pH 7,4)

10x PBS 100 ml

Triton-X-100 lg

Aqua bidest. ad 1000 ml
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ELISA (pH 7,2-7.4)

Reagent Diluent

TBS +0,1 % BSA PBS

+ 0,05 % Tween

Waschpuffer

+ 0,05 % Tween

Blockpuffer

PBS

+ 1 % BSA

+ 0,05 % NaN3

RIPA-Puffer (pH 7,4)
PBS 10x 10 ml
NP40 1 %
Natriumdesoxycholat 0,5 %
SDS 0,1 %
Aqua bidest. ad 100 ml

Unmittelbar vor der Anwendung Zugabe

von 1 Tablette Proteinaseinhibitor /10 ml

2.1.5 Zellkultur

2.1.5.1 Zellen
EA.hy 926

HDMEC

HMEC-1

2.1.5.2 Materialien fiir die Zellkultur
Amphotericin B

Dimethylsulfoxid (DMSO)
EGF (Epidermal Growth Factor)
Endothelial Cell Basal Medium MV

FBS/FCS: Foetal Bovines Serum

CJS Edgell, University of North Carolina,

Chapell Hill (NC), USA
PromoCell, Heidelberg

CDC, Atlanta (GA), USA

PromoCell, Heidelberg
Merck, Darmstadt

PromoCell, Heidelberg
PromoCell, Heidelberg

PAA, Pasching, Osterreich
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,,GOLD* (Endotoxin < 2,4 ng/ml)
,,Clone* (Endotoxin < 0,45 ng/ml)
GlutaMAX 100x (L-Alanyl-L-Glutamin)
HAT/ HT-Supplement

Hepes

Hydrocortison

MCDB 131

MEM 100x

(nicht-essentielle Aminosduren)
Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

SupplementPack/Endothelial Cell Basal
Medium MV (FCS, ECGS/H, EGF, HC)

Trypsin 1x

Trypsin/EDTA 1x

2.1.6 Zellaktive Substanzen
CpG-DNA

Sequenz (57-3%):
ggTGCATCGATGCAgggegeG

LPS (E. coli 55:BS5)

Poly I.C

rekombinantes humanes IFN-y
rekombinantes humanes IL-13

rekombinantes humanes TNF-a

Gibco, Gaithersburg, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, Pasching, Osterreich
Biochrom, Berlin

Gibco, Gaithersburg, USA

PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich

PromoCell, Heidelberg

PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Strathmann, Hamburg
Strathmann, Hamburg

Strathmann, Hamburg



2.1.7 Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

primére Antikorper

Epitop Wirt Firma

CDh14 Maus monoklonal |Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA

CD36 Maus monoklonal | Abcam, Cambridge, UK

y-Tubulin Maus monoklonal |Sigma-Aldrich, Steinheim

Glucose-Oxidase Maus monoklonal | DakoCytomation, Hamburg

(Negativ-Kontrolle)

MyD88,c-terminales Kaninchen polyklonal eBioscience/NatuTec,
Peptid) Frankfurt/Main
MyD88 internes Peptid) Kaninchen polyklonal | EBioscience/NatuTec
TLR1,3,4,6,7,9 Ziege polyklonal Santa Cruz

TLR2, 5, 8 Kaninchen polyklonal | Santa Cruz

TLR10 Maus monoklonal | Alexis, Griinberg
vWF Kaninchen polyklonal | Sigma-Aldrich

sekundédre Antikorper/Fluoreszenzfarbstoffe

Alexa Fluor 488-gekoppelter
Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)-AK

Molecular Probes, Invitrogen,

Karlsruhe

Alexa Fluor 488-gekoppelter Molecular Probes

Huhn anti-Kaninchen IgG (H+L)-AK

Alexa Fluor 594-gekoppelter Molecular Probes

Ziege anti-Maus IgG (H+L)-AK

Alexa Fluor 647-gekoppeltes Lectin-HPA Konjugat | Molecular Probes

Hoechst 33342 Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.8 Kits

DC Protein Assay Bio-Rad, Miinchen
DuoSet ELISA Development Kit (human IL-8) R&D Systems, Minneapolis,
USA

Substrate Reagent Pack

Universal LSAB+ Kit, Peroxidase DakoCytomation, Hamburg

Liquid DAB Chromogen

2.2 Methoden

2.2.1  Zellkultur

2.2.1.1 Kulturbedingungen
Fiir die Versuche wurden primére Endothelzellen sowie zwei Zelllinien verwendet. Alle

Zellarten wurden bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert:
HMEC-1 (humane dermale mikrovaskulidre Endothelzellen)

Die Kultivierung der Zelllinie (HMEC-1+) erfolgte in

MCDB 131 mit

10 % Fetal Calf Serum ,,Gold* (Endotoxin < 2,4 ng/ml)

1 % Penicillin/Streptomycin

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (GlutaMax I)

10 ng/ml | EGF (Epidermal Growth Factor)

1 ug/ml |Hydrocortison

AuBerdem wurden zusdtzlich HMEC-1 ohne EGF und Hydrocortison weiterkultiviert,
die ab der 2. Passage ohne diese Zusitze fiir separate Versuche verwendet wurden

(HMEC-10).

Insgesamt wurden die HMEC-1 bis Passage 24 fiir die beschriebenen Versuche

verwendet.
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EA.hy 926

Kultiviert wurden die Zellen der Hybridom-Zelllinie in

RPMI 1640 ohne L-Glutamin mit

10 % Fetal Calf Serum ,,Clone* (Endotoxin < 0,45 ng/ml)

1 % Penicillin/ Streptomycin

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (GlutaMax I)

1% Nicht-essentielle Aminosiuren

I mM Natriumpyruvat

20 mM Hepes

1x/500 ml | HT-Supplement
(Hypoxanthin 6,8 mg, Thymidin 1,94 mg)

Verwendet wurden die EA.hy 926 bis zur Passage 61.

Die Zellen wurden monatlich fiir 1-2 Passagen in einem Kulturmedium mit dem
Zusatz von HAT (Hypoxanthin 6,8 mg, Aminopterin 0,088 mg, Thymidin 1,94 mg pro
500 ml Vollmedium) inkubiert. Das darin enthaltene Aminopterin blockiert die
Dihydrofolatreduktase und damit die DNA-Synthese. Auf die Weise werden Zellen, die
die HPGRTase (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) und TK (Thymidin-
Kinase) besitzen und so Purine iiber den Wiederverwertungsweg (,,salvage pathway*)

synthetisieren konnen, selektiert.
HDMEC (humane dermale mikrovaskulidre Endothelzellen)

Bei den beschriebenen Versuchen wurden primédre Endothelzellen aus Vorhautzellen

eines 7 Jahre alten Spenders kaukasischer Abstammung verwendet.
Fiir die Versuche wurden die Zellen bis zur 8. Passage verwendet.

Das Kulturmedium bestand aus

Endothelial Cell Basal Medium MV

5 % Fetal Calf Serum (FCS)

0,4 % Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin

1 % Penicillin/Streptomycin
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10 ng/ml | Epidermal Growth Factor (EGF)

1 ug/ml | Hydrocortison

50 ng/ml | Amphotericin B

2.2.1.2 Kultivierung
Nach dem Waschen der adhidrenten Zellen mit PBS/0,02 % EDTA (HDMEC: reines

PBS) wurde 1 ml Trypsin/EDTA (EA.hy 926: Trypsin ohne EDTA) pro 10 cm Platte
zugegeben und fiir wenige Minuten bei 37 °C inkubiert (HDMEC: Inkubation bei RT).
Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurde die Trypsinaktivitit durch Zugabe von
10 ml Medium/FCS gestoppt. Nach 5-miniitigem Abzentrifugieren bei 1000 rpm
(HMEC-1: 1500 rpm aufgrund der kleineren Zellkorper) wurde das Zellpellet im
jeweiligem Vollmedium resuspendiert und in gewiinschter Zellzahl (durch Auszihlen in

der Neubauer-Zihlkammer) fiir Versuche oder die weitere Kultivierung ausgesiit.

2.2.1.3 Einfrieren von Zellen
Zur Kryokonservierung wurden proliferierende Zellen wie in 2.2.1.2 beschrieben

behandelt und das Zellpellet anschlieBend in reinem FCS resuspendiert. Das
vorgekiihlte  Einfriermedium  (Kulturmedium/10 % DMSO) wurde in einem
Mengenverhiltnis von 1:1 mit der FCS-Suspension gemischt, sodass ein
Gesamtvolumen von etwa 1ml pro vollstindig bedeckter 10 cm Zellkulturschale
entstand. Die Zellsuspension wurde in einer Kryobox (Cryo 1°Freezing Container) bei

- 80 °C eingefroren und schlieBlich bei - 80 °C weitergelagert.

2.2.1.4 Auftauen eingefrorener Zellen
Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, wegen des toxischen DMSO

sofort in Medium suspendiert und zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Resuspension
im jeweiligen Vollmedium und die Aussaat zur weiteren Kultur. Dabei wurden die

Zellen je eines Kryorohrchens auf eine 10 cm Zellkulturschale gegeben.

2.2.1.5 Aussaat fiir Versuche
Fiir die Versuche wurden die Zellen in 12-Well Platten fiir den IL-8 ELISA sowie auf

8-Well Objekttragern aus Glas fiir die Immunfluoreszenz und Immunozytochemie
ausgesit. Die ausgesite Zellmenge, die in Tabelle 2-1 angegeben ist, unterschied sich

nach ZellgroBe und Proliferationsgeschwindigkeit.
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Bei der Aussaat fiir den ELISA wurde bei Semikonfluenz mit der Aktivierung

begonnen. Die Immunfluoreszenz (IF) wurde einen Tag nach der Aussaat, die

Immunzytochemie (ICC) bei anndhernder Konfluenz der Zellen durchgefiihrt.

Tabelle 2-1: Zellzahl pro Well der verschiedenen Endothelzellen fiir ICC, IF und ELISA

EA.hy 926 HDMEC HMEC-1+ HMEC-10
ICC 15.000 (4] %) @
IF 15.000 12.000 15.000 20.000
ELISA 82.000 105.000 105.000 185.000

2.2.1.6 Aktivierung durch Zytokine und spezifische TLR-Liganden
Fiir den ELISA wurden die Zellen durch TLR-Agonisten und proinflammatorische

Zytokine aktiviert. Dabei wurden die Zellen nach dem Waschen mit PBS fiir 6 h mit
den TLR-Liganden Poly I:C (c=50pug/ml), CpG-DNA (c=1uM) und LPS
(c = 100 ng/ml) versetzt, die in Medium zu den jeweiligen Zielkonzentrationen verdiinnt
worden waren. Poly I:C und CpG-DNA wurden nach Herstellerangaben gelost und
anschlieend bei - 20 °C auftbewahrt. LPS wurde bei 4 °C aufbewahrt und vor Gebrauch
3 x 10 s mit Ultraschall behandelt, um eine Mizellenbildung, die die Immunogenitit des

LPS vermindern wiirde, zu verhindern.

Die Hilfte der Wells wurde zuvor zusitzlich mit der Kombination von TNF-a, IFN-y
und IL1-B (jeweils ¢ = 1000 U/ml) fiir 24 h inkubiert. Nach der 6-stiindigen Inkubation
mit den TLR-Liganden wurden die Uberstinde abpipettiert, die Uberstinde gleich
behandelter Wells gepoolt, aliquotiert und bis zur Auswertung mittels IL-8 ELISA bei

- 80 °C eingefroren.

Nach dem Entfernen der Uberstinde wurden die fiir den ELISA verwendeten Wells mit
je 1 ml PBS gewaschen und anschlie3end folgte eine Lyse der Zellen durch Zugabe von
RIPA-Puffer. Die enstandenen Lysate gleicher Vorbehandlung wurden gepoolt,
aliquotiert und bis zur weiteren Analyse durch den Protein-Assay (siehe 2.2.5)

bei - 80 °C eingefroren.
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Fiir die IF erfolgte eine spezifische Aktivierung durch Poly I:C, CpG-DNA und LPS in
gleicher Konzentration wie beim ELISA fiir 5 min, 10 min und 4 h. Unmittelbar danach

wurden die Zellen auf dem Objektréger fixiert und durch IF angefirbt (siehe 2.2.3).

Die Zelllinie EA.hy 926 reagierte sensibel auf einen Austausch des kompletten
Mediums. Deshalb wurden die Liganden sowohl fiir EA.hy 926 als auch fiir HMEC-1
und HDMEC in einer Mischung aus frischem und konditioniertem Zellkulturmedium

auf ihre Zielkonzentration verdiinnt.

2.2.2 Immunzytochemie (ICC)

Verwendet wurde das DakoCytomation LSAB+ Kit. Der hier enthaltene sekundére
biotinylierte Antikorper (,,Link*) richtet sich gegen primédre Antikorper aus Maus,
Kaninchen oder Ziege. Die in diesem Experiment verwendeten Antikorper sind in
Tabelle 2-2 aufgelistet. An das Biotin des Link-Antikorpers bindet das anschlie3end
zugegebene konjugierte Stretavidin-HRP, welches vier Bindungsstellen fiir Biotin
besitzt. Die 3,3 -Diaminobenzidin enthaltenden Substrat-Chromogen-Losung bildet
durch Reaktion mit der an das Streptavidin konjugierten Meerrettich-Peroxidase (HRP)

die endgiiltige Farbung aus.

Zur immunzytochemischen Farbung wurden die mit angewachsenen Zellen bedeckten
8-Well Objekttrager unter kaltem Luftstrom getrocknet und direkt weiterbehandelt oder
bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C fiir maximal eine Woche eingefroren. Die
Fixierung erfolgte durch ein 10-miniitiges Acetonbad. Danach wurde mit einer
S-miniitige Inkubation in 0,3 % H,0O, fortgefahren, um eine endogene Peroxidase-
Aktivitdt zu unterdriicken. Nach dem Waschen mit TBS wurden die Prédparate fiir
>30min  mit TBS/1 % BSA  abgedeckt, um  unspezifischen = Bindungen
entgegenzuwirken. Nach erneutem Waschen wurden jeweils 100 ul der in TBS
verdiinnten primédren Antikorper aufpipettiert und fiir 40 min in einer feuchten Kammer
inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Universal-Negativkontrolle von Dako, ein
Maus IgG1-Antikorper, der sich gegen die in Sdugetieren nicht vorkommende Glucose-
Oxidase des Pilzes Aspergillus niger richtet. Auf einen weiteren Waschschritt folgte die
15-miniitige Inkubation mit dem biotinylierten Link-Antikorper, ein Waschschritt und
eine 15-miniitige Inkubation mit Streptavidin-HRP. Die Objekttrager wurden
gewaschen, anschlieend fiir 5 min mit der Substrat-Chromogen-Losung bedeckt und

dann erneut gewaschen.
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Fiir die Lichtmikroskopie wurden die Priparate zusitzlich etwa 20 s in Himatoxylin

gebadet, mit Leitungswasser gewaschen und fiir je 2 min in einer aufsteigenden

Alkoholreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % Ethanol, dann in Isopropanol und Xylol)

gebadet und schlielich unter Verwendung von EuKitt versiegelt.

Tabelle 2-2: Antikérperverdiinnungen bei Inmunzytochemie und Immunfluoreszenz

Immunzytochemie

Antikorper Verdiinnung
Maus anti-humanes CD14 (monoklonal) 1:50

Maus anti-humanes CD36 (monoklonal) 1:50
Kaninchen anti-humaner vWF (polykolnal) 1:10.000
Kaninchen anti-humanes MyD88c_erminales peptia) (POlyklonal) 1:50
Kaninchen anti-humanes MyD88 internes peptid) (pOlyklonal) 1:50

Maus anti-Aspergillus niger Glucose-Oxidase (monoklonal) 1:50

Maus anti-humaner TLR1,3,4,5,6,7 (polyklonal) 1:50

Ziege anti-humaner TLR2,5,8 (polyklonal) 1:50

Maus anti-humaner TLR10 (monoklonal) 1:50
Immunfluoreszenz

Antikorper Verdiinnung
Alexa 488 Ziege anti-Kaninchen 1:250

Alexa 488 Huhn anti-Kaninchen 1:250

Alexa 594 Ziege anti-Maus 1:250

Alexa 647 Lectin-HPA Konjugat 1:20

Maus anti-humanes y-Tubulin (monoklonal) 1:500
Kaninchen anti-humanes MyD88 internes peptid) (POlyklonal) 1:500
Kaninchen anti-humanes MyD88,c_ierminales peptia) (POlyklonal) 1:500
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2.2.3 Immunfluoreszenz (IF)
Ahnlich wie bei der ICC entsteht das Signal durch einen Sekundirantikorper, der bei

dieser Methode fluoreszenzmarkiert ist.
Die jeweiligen Verdiinnungen sind in Tabelle 2-2 angegeben.

Bei den vorbereiteten 8-Well Objekttrigern wurde das Medium entfernt und zweimal
mit PBS gewaschen. Bei der Zelllinie EA.hy 926, die sich als sensibel gegeniiber auch
kurzzeitigen Temperaturabfillen erwies, wurde die Temperatur dabei auf 37 °C
gehalten. Darauf folgte die Fixierung in 4 % PFA/PBS fiir 10 min. Nach dem Waschen
mit PBST (PBS/0,1 % Triton-X-100) wurden die Priparate 10 min in diesem inkubiert,
um die Zellmembran zu permeabilisieren. AnschlieBend erfolgte die Blockierung der
unspezifischen Bindungsstellen in PBST/5 % BSA fiir >1 h. Nach erneutem Waschen
mit PBST wurde der primére Antikorper verdiinnt in PBST/S % BSA mit 100 ul/Well
fiir 1 h zugegeben, dann erneut mit PBST gewaschen. Mit dem floureszenzmarkierten
sekundiren Antikdrper wurde dann fiir 1 h im Dunkeln inkubiert und anschlieend mit
PBST gewaschen. Fiir Doppelfirbungen wurde nacheinander mit beiden priméren
Antikorpern inkubiert, die sekunddren Antikorper wurden gemeinsam zugegeben.
Waschschritte und Inkubationszeiten erfolgten dabei analog zur einfachen Fluoreszenz-
markierung. AnschlieBend wurde eine Kernfirbung iiber eine 10-miniitige Inkubation
mit Hoechst 33342 (2 ng/ml PBS) durchgefiihrt. Nach griindlichem Waschen mit PBS
wurden Aufsatz und Maske der Objekttrager entfernt und diese in
Mowiol/0,1 % DABCO (=1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan, ein Antibleichmittel) einge-

bettet. Die Lagerung der Priparate erfolgte im Dunkeln bei 4 °C.

2.2.4 Bestimmung der IL-8 Konzentration der Zellkulturiiberstéande
mittels ELISA

Zur Untersuchung der Reaktion der verschiedenen Endothelzellen auf die spezifische
Stimulation durch TLR-Liganden bei zytokin-voraktivierten und ruhenden Zellen diente
die Bestimmung der IL-8 Sekretion im Zellkulturiiberstand nach einer Inkubation von

6 h.

Grundprinzip des verwendeten ELISA-Kits ist ein Sandwich-ELISA, bei dem der das
Reaktionsgefill beschichtende Capture-Antikorper und der spiter zugegebene
Detection-Antikorper das zu untersuchende Antigen - in diesem Fall IL-8 - binden.

Ahnlich der ICC bindet das darauf zugegebene Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-
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Konjugat an das Biotin des Capture-AK. Die Farbreaktion entsteht schlieBlich durch die

Zugabe von Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin.

Eine 96-Well Platte wurde iiber Nacht bei 4 °C mit 100 ul Capture-Antikorper pro Well
in einer Konzentration von 4 ug/ml PBS beschichtet. Nach dreimaligem Waschen mit
dem entsprechenden Waschpuffer, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen,
erfolgte eine Inkubation mit PBS/BSA/NaN; fiir 1,5h bei Raumtemperatur um
unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Auf einen erneuten dreifachen Wasch-
schritt folgte eine zweistiindige Inkubation der zu untersuchenden Proben, die in
TBS/BSA/Tween (Reagent Diluent) verdiinnt wurden. Als Referenz diente ein im Kit
enthaltener Standard aus rekombinantem humanen IL-8, der mit dem Reagent Diluent
zu einer Standardreihe mit IL-8 Konzentrationen zwischen 30 und 2000 pg/ml verdiinnt
wurde. Nach dem nichsten Waschschritt wurden je 100 ul des biotinylierten Detection-
Antikorpers mit einer Konzentration von 20 ng/ml TBS/BSA/Tween pro Well
zugegeben und fiir 2 h inkubiert. Danach wurden die Wells gewaschen und fiir 20 min
100 ul des Streptavidin-HRP Konjugats in der vom Hersteller angegebenen
Verdiinnung zugefiigt, darauf folgte ein weiterer Waschschritt. Fiir 5 min wurde jetzt
die Entwicklerlosung aus je 50 pul HyO, und Tetramethylbenzidin zugegeben, die
Farbreaktion wurde - abweichend vom Herstellerprotokoll - schon nach 5 min mit 50 pl
IM H,S0O, abgestoppt. Die IL-8 Konzentration der Proben wurde durch den Vergleich
mit der IL-8 Standardreihe bestimmt. Die Farbreaktion wurde mit dem Plattenlesegerit
bei 450 nm quantifiziert. Um UnregelmaBigkeiten der ELISA-Platte auszugleichen,
wurde deren optische Dichte ebenfalls bei 540 nm gemessen und von dem Probenwert

subtrahiert.

Tabelle 2-3: Dilution der verschiedenen Zellkulturiiberstande fiir die Untersuchung durch den

ELISA
EA.hy 926 HDMEC HMEC-1+ |HMEC-1o
Keine Aktivierung 1:5 1:20 1:2 1:10
Poly I.C 1:75 (0] 1:2 1:2
LPS 1:5 1:30 1:20 1:40
CpG-DNA 1:5 1:20 1:2 1:2
Zytokine 1:200 1:40 1:20 1:40
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Zytokine + Poly I:C 1:200 (0] 1:20 1:40
Zytokine + LPS 1:200 1:40 1:20 1:40
Zytokine + CpG-DNA 1:200 1:40 1:20 1:40

2.2.5 Protein-Assay

Zur Normierung des IL-8 ELISAs auf die Proteinmenge wurde eine Proteinbestimmung
mittels des BioRAD DC Protein-Assays vorgenommen. Dieser basiert auf einem
modifizierten Lowry Assay (114). Dabei wird zunéchst in alkalischem Milieu ein
Komplex aus Protein und Kupfer(II)lonen gebildet. Dieser Komplex vermittelt darauf
die Reduktion der Folin-Reagenz, was zu einem Farbumschlags von gelb nach blau

fiihrt. Diese Farbreaktion kann photometrisch quantifiziert werden.

Zur Durchfithrung des Assays wurden je 5 ul der Proben von den lysierten Zellen aus
dem ELISA (siehe 2.2.1.6 und 2.2.4) auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte aufgetragen. Als
Standard diente eine ebenfalls in RIPA-Puffer geloste BSA-Reihe von 0,2 mg/ml bis
1,5 mg/ml. Nach Herstellerprotokoll wurde jeder Probe zunéchst 25 ul einer alkalischen
Kupfertartrat-Losung (= Reagent A, mit Zusatz von 20 ul Reagent S/ml), dann 200 ul
einer die Folin Reagenz enthaltenden Losung (Reagent B) hinzugefiigt. Nach 15 min
wurde mit dem Plattenlesegerdt die Absorption bei einer Wellenlinge von 750 nm

gemessen.

2.3 Statistische Auswertung

Bei den Daten handelt es sich um arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung aus
mindestens drei unabhingigen Versuchen. Die statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen ungepaarten t-Test. Dabei wurden Unterschiede ab einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von kleiner 5 % (p<0,05) als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunzytochemische Untersuchung der Zelllinie
EA.hy 926

Zielsetzung dieser Versuchsserie war neben der Charakterisierung der Zelllinie
EA.hy 926 die Auswahl der Antikorper fiir spitere Untersuchungen durch ELISA und

Immunfluoreszenz

Bei der immunzytochemischen Untersuchung der Endothelzelllinie EA.hy 926 wurde
die Expression der 10 humanen TLRs sowie der Corezeptoren CD36 (TLR2) und CD14
(TLR4) gepriift. Des Weiteren wurden zwei Antikorper gegen unterschiedliche Epitope
von MyD88, nidmlich MyD88interes Peptidy Und MyD88(c_terminales Peptiay Verwendet. Zur
Charakterisierung der Endothelzelleigenschaften der EA.hy 926 wurde zusitzlich die
Expression des von Willebrandt-Faktors (vWF) gepriift. Als Negativkontrolle diente ein
Antikorper gegen die Glucose-Oxidase des Fadenpilzes Aspergillus niger. Zur besseren
Darstellung in der Lichtmikroskopie wurde zusitzlich eine Farbung mit Himatoxylin
vorgenommen. Die Signalstirken der verschiedenen Antikorperfarbungen sind in

Tabelle 3-1 dargestellt.

Tabelle 3-1: Inmunzytochemische Untersuchung der Zelllinie EA.hy 926: Quantitative Anfarbung
durch die verwendeten Antikérper

@ = negativ, (+) = schwach positiv, + = positiv, ++ = stark positiv

Antigen Signalstarke Antigen Signalstérke
TLR1 (+) MyD88,internes Peptid) +
TLR2 + MyD88 ¢ terminales Peptid) ++
TLR3 + CD14 %]
TLR4 ++ CD36 +
TLR5 ++ vWF D - (+)
TLR6 - (+)

TLR7 +

TLR8 ++

TLR9 +

TLR10 +

Abgesehen von TLR1 und TLR6, die ein negatives bzw. ein schwach positives Signal
zeigten, prasentierten die verschiedenen TLRs ein positives Signal. Der TLR2-
Corezeptor CD36 konnte ebenfalls immunzytochemisch markiert werden, wohingegen
dem TLR4-Corezeptor CD14 kein positives Signal zuzuordnen war. Ebenfalls ein nur

schwaches Signal zeigte vVWF.
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Abbildung 4: Immunzytochemische Farbung der Zelllinie EA.hy 926: Dargestellt sind die
Negativkontrolle, TLR3, TLR4, TLR9 und die beiden MyD88-Antikérper.

Alle Praparate wurden zuséatzlich mit Hamatoxylin gefarbt. Positive Antikorperfarbungen
zeichnen sich durch ein braunliches Signal aus. Reihe 1 zeigt eine Ubersicht bei ca. 30-facher
VergrdBerung, Reihe 2 einen vergréBerten Ausschnitt der in 1 markierten Strukturen bei ca. 60-
facher VergréBerung.

TLR3, TLR4 und TLR9 wund MyD88 zeigen ein positives Signal. Bei der
AusschnittsvergréBerung fir TLR4 (C2) ist die Zellmembran betont (Pfeil). Die beiden
Antikérper gegen MyD88 weisen deutliche Unterschiede auf. Wahrend die MyD88c.ierminales Peptid)
Zellen perinukle&r betont, aber diffus anfarbt, konzentriert sich das Signal von MyD88itemes peptid)
in punkt- oder kommaférmigen Strukturen (Pfeil).

Mit Hinblick auf die geplante Immunfluoreszenz wurden nun zwei TLRs ausgesucht,
die in unterschiedlichen Zellkompartimenten, d.h. auf der Zellmembran oder
endosomal, exprimiert werden und gleichzeitig ein positives Signal in der
immunzytochemischen Antikorperfirbung prisentiert haben. Fiir diese weiteren
Versuche wurden der intrazellulédr exprimierte TLR9 sowie der membranstindige TLR4
ausgewihlt (Firbemuster dargestellt in Abbildung 4).
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Die beiden Antikorper gegen das TLR-Adaptermolekiil MyD88 (MyD88,c-terminales Peptid)
und MyD88inemes Peptid)) ze€igten bei lichtmikroskopischer Betrachtung ebenfalls ein
deutlich positives Signal. Dabei fiihrte der Antikorper gegen das C-terminale Peptid von
MyDS88 zu einer diffusen Anfiarbung des Zellkorpers mit Betonung des perinukledren
Bereichs. Der zweite Antikorper gegen MyD88, MyD88 internes peptia), pPrasentierte neben
einer schwicher ausgepriagten Markierung der gesamten Zelle fokale
Signalanreicherungen, die ein punkt- oder kommaférmiges Muster bildeten und eher in

der Peripherie des Zellkerns lokalisiert sind (Abbildung 4).

3.2 Modulation der IL-8 Sekretion durch TLR-spezifische und
unspezifische Aktivierung bei verschiedenen Endothelien

Die Reaktionsvariabilitdt verschiedener Endothelzellen bei Stimulierung mit
proinflammatorischen Zytokinen sowie ausgewihlten TLR-Liganden sollte durch die
Bestimmung der IL-8 Konzentration im Zellkulturiiberstand untersucht werden. Dafiir
wurde bei ruhenden oder durch proinflammatorische Zytokine voraktivierten Zellen
(TNF-0, IFN-y und IL1-B, jeweils ¢ = 1000 U/ml fiir 24 h) die IL-8 Sekretion nach einer
6-stiindigen Inkubation mit den TLR-Liganden Poly I:C (c=50ng/ml), LPS
(c =100 ng/ml) und CpG-DNA (¢ =1 uM) durch einen Sandwich-ELISA bestimmt.
Mit diesem Versuchsautbau wurden die Endothelzellen EA.hy 926, HDMEC und
HMEC-1 untersucht.

Bei der Untersuchung der Zelllinie aus Nabelschnurendothel, EA.hy 926, bewirkte die
Inkubation mit Poly I:C bei den nicht-voraktivierten Zellen die deutlichste Beinflussung
der IL-8 Sekretion mit einer 23-fachen Steigerung im Vergleich zu der Kontrolle mit in
reinem Medium inkubierten Zellen. Auch die Aktivierung der Zellen durch LPS fiihrte
zu einer signifikanten Steigerung, die aber geringer ausfiel (ca. 1,25-fach), wohingegen

CpG-DNA keine signifikante Anderung bewirkte.

Die Zytokinbehandlung fiihrte im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu einer
signifikanten Steigerung der IL-8 Sekretion um das 33-fache. Die Behandlung mit
proinflammatorischen Zytokinen und den spezifischen TLR-Liganden fiihrte bei der
Inkubation mit Zytokinen und CpG-DNA oder LPS zu einer leichten, bei der

Behandlung mit Zytokinen und Poly I:C zu einer deutlicheren Steigerung der
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ermittelten IL-8 Konzentration im Zellkulturiiberstand im Vergleich zu den nur durch

Zytokine behandelten Zellen (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Endothelzellen der Zelllinie EA.hy 926 reagieren auf eine spezifische Stimulation mit
den TLR-Liganden Poly I:C und auf LPS sowie auf die unspezifische Stimulation mit
Zytokinen mit einer Steigerung der IL-8 Sekretion

Ruhende Zellen der Endothelzelllinie EA.Hy 926 zeigen eine signifikante Steigerung der
IL-8 Sekretion nach Inkubation mit den TLR-Liganden Poly I:C und zu deutlich geringerem
MaBe LPS sowie bei unspezifischer Stimulation durch Zytokine. Bei Zytokinverbehandlung ist
eine weitere signifikante Steigerung durch zusétzliche Inkubation mit Poly I:C, LPS und auch
CpG-DNA zu beobachten

Die Graphiken zeigen die IL-8 Konzentration im Zellkulturiberstand bezogen auf die
Zellproteinmenge bei der Zelllinie EA.hy 926 nach 6-stiindiger Inkubation mit spezifischen
Liganden fir TLR3 (Poly I:C, ¢ = 50 ug/ml), TLR4 (LPS, ¢ =100 ng/ml) und TLR9 (CpG-DNA,
¢ = 1 uM). Zytokinvoraktivierung mit TNF-a, IFN-y und IL1-$ (jeweils ¢ = 1000 U/ml) flr 24 h

(A): Mediumkontrolle im Vergleich zu spezifischer TLR-Aktivierung oder Zytokinaktivierung

(B): reine  Zytokinvoraktivierung im Vergleich zu Zytokinvoraktivierung und zusatzlicher
Inkubation mit verschieden TLR-Liganden

[n=3]

* =p<0,05 * % =p<0,001

Bei den primidren Endothelzellen HDMEC (Abbildung 6) wurde die IL-8 Sekretion
nach Inkubation mit LPS und CpG-DNA bei ruhenden und voraktivierten Zellen
getestet. Dabei zeigte sich eine deutliche Steigerung der IL-8 Sekretion durch LPS-
Stimulierung um den Faktor 9 des Kontrollwertes der Zellen ohne Liganden- oder
Zytokininkubation. Bei der Aktivierung durch CpG-DNA konnte hingegen ein
signifikanter Riickgang um die Hilfte des Kontrollwertes beobachtet werden. Die
Voraktivierung durch proinflammatorische Zytokine steigerte die IL-8 Sekretion der
Zellen ohne TLR-Ligandenaktivierung auf das 8-fache. Die Behandlung mit Zytokinen
und CpG-DNA fiihrte zu keiner weiteren signifikanten Anderung, wihrend die
Inkubation mit Zytokinen und LPS die IL-8 Werte gegeniiber den nur zytokinaktivierten

Zellen etwa verdoppelte.
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Abbildung 6: Primare Endothelzellen (HDMEC) reagieren auf eine spezifische Stimulierung durch
TLR-Liganden mit einer Steigerung oder Reduktion der IL-8 Sekretion

Ruhende HDMEC reagieren auf die Inkubation mit LPS mit einer Steigerung, auf eine
Inkubation mit CpG-DNA mit einer Erniedrigung der IL-8 Sekretion. Bei zytokinvoraktivierten
Zellen ist nur durch zuséatzliche Inkubation mit LPS eine zuséatzliche signifikante Anderung
herbeizufihren.

Dargestellt ist die IL-8 Konzentration im Zellkulturliberstand bezogen auf die Zellproteinmenge
bei den primdren HDMEC nach 6-stindiger Inkubation mit spezifischen Liganden fir TLR4
(LPS, ¢ = 100 ng/ml) und TLR9 (CpG-DNA, ¢ = 1 uM), auf Inkubation mit Poly I:C wurde wegen
fehlendem Zellmaterial verzichtet. Zytokinvoraktivierung mit TNF-a, IFN-y und IL1-B (jeweils
¢ = 1000 U/ml) fir 24 h

(A): Mediumkontrolle im Vergleich zu spezifischer TLR-Aktivierung oder Zytokinaktivierung

(B): reine  Zytokinvoraktivierung im Vergleich zu Zytokinvoraktivierung und zusatzlicher
Inkubation mit den TLR-Liganden LPS und CpG-DNA

[n=23]

* % = p<0,001

Bei den HMEC-1 handelt es sich um eine Zelllinie, die sich von primidren dermalen
Endothelzellen ableitet. Um zu priifen, ob die Kultivierung mit EGF und Hydrocortison
die immunogenen FEigenschaften der Zellen beeinflusst, wurden zum Vergleich

ebenfalls HMEC-1 untersucht, die ohne diese Zusitze kultiviert worden waren.

In Abbildung 7 stellt A/B die mit dem Wachstumsfaktor EGF und Hydrocortison
kultivierten HMEC-1 dar (HMEC-1+); B/C zeigt die IL-8 Sekretion bei HMEC-1, die
ohne diese Zusitze kultiviert wurden (HMEC-10). Dabei zeigte es sich, dass durch das
jeweilige Inkubationsmedien vor allem die quantitative IL-8 Sekretion beeinflusst
wurde. Bei den HMEC-1o war im Vergleich zu den HMEC-1+ eine gesteigerte
IL-8 Sekretion um den Faktor 2-3 zu beobachten, allerdings zeigten die von den
verschiedenen Liganden induzierten IL-8 Sekretionen in ihrem Verhiltnis zueinander

keine auffilligen Unterschiede zwischen den HMEC-1+ und den HMEC-1o.
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Abbildung 7: Die Zelllinie HMEC-1 reagiert auf die Stimulierung mit den TLR-spezifischen Liganden
Poly I:C und LPS mit einer Steigerung der IL-8 Sekretion

Ruhende sowie zytokinvoraktivierte HMEC-1 steigern ihre IL-8 Sekretion signifikant nach

Inkubation mit Poly I:C und LPS. Die Inkubation mit CpG-DNA kann keinen signifikanten Effekt

ausldsen. Bei unterschiedlichen Kulturbedingungen verandert sich die quantitative Antwort der

IL-8 Sekretion, die relative Steigerung der IL-8 Sekiretion der einzelnen Liganden bleibt

unbeeinflusst.

Dargestellt ist die IL-8 Konzentration in Zellkulturiberstand bei der Linie HMEC-1 bezogen auf

die Zellproteinmenge bei Zellen der Linie HMEC-1 nach 6-stiindiger Inkubation mit spezifischen

Liganden fir TLR3 (Poly I:C, ¢ = 50 ug/ml), TLR4 (LPS, ¢ =100 ng/ml) und TLR9 (CpG-DNA,

¢ = 1 uM). Zytokinvoraktivierung mit TNF-a, IFN-y und IL1-B (jeweils ¢ = 1000 U/ml) flr 24 h

Die HMEC-1 in A/B wurden im Gegensatz zu den Zellen aus C/D mit EGF und Hydrocortison

kultiviert.

(A)/(C): Mediumkontrolle im Vergleich zu spezifischer TLR-Aktivierung oder Zytokinaktivierung

(B)/(D): reine Zytokinvoraktivierung im Vergleich zu Zytokinvoraktivierung und zuséatzlicher

Inkubation mit verschieden TLR-Liganden

[n=23]

* * = p<0,001

Die Stimulierung der HMEC-1 mit CpG-DNA in der hier gewihlten Konzentration
(c =1 uM) fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der IL-8 Sekretion gegeniiber der
Kontrolle, wobei Poly I:C die Werte um den Faktor 13-19 und LPS um den Faktor
84-90 gegeniiber der Inkubation in reinem Medium ansteigen lieBen. Die
Zytokinaktivierung fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der IL-8 Konzentration um
den Faktor 27. Unter den voraktivierten Zellen kam es nach Inkubation mit Zytokinen

und CpG-DNA zu keiner signifikanten Anderung, die Stimulierung mit Zytokinen und
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Poly I:C steigerte die IL-8 Sekretion weiter um den Faktor 2-3, LPS um den Faktor 3-4
im Vergleich zu den voraktivierten Zellen ohne zusitzliche Inkubation mit einem TLR-
Liganden. Vergleicht man die IL-8 Sekretion der HMEC-1 nach LPS Inkubation bei
zytokinvoraktivierten und nichtaktivierten Zellen, so ldsst sich im Gegensatz zu
EA.hy 926 und HDMEC kein signifikanter Unterschied erkennen. Die Voraktivierung
fiihrte zu keiner signifikanten weiteren Steigerung bei anschlieBender Stimulierung mit

LPS.

Somit zeigten sich in der IL-8 Sekretion als Reaktion auf spezifische TLR-Liganden bei
den einzelnen Endothelzellen unterschiedliche Reaktionen. So war die bei den HDMEC
durch CpG-DNA hervorgerufene Minderung der IL-8 Sekretion bei den weiteren
untersuchten Zellen nicht nachweisbar. Bei deutlichen Steigerungen der I1L-8 Sekretion
nach LPS Inkubation der HDMEC und HMEC-1 um das 9- bzw. 84-90-fache im
Verlgleich zur Kontrolle zeigten die EA.hy 926 nur eine minimale wenn auch

signifikante Steigerung auf das 1,25-fache. Eine Ubersicht gibt die Tabelle 3-2.

Tabelle 3-2: Vergleich der verschiedenen untersuchten Endothelzellen in ihrer Reaktion auf
spezifische TLR-Liganden gemessen an der induzierten IL-8 Sekretion

ruhende Zellen Poly I:C LPS CpG-DNA
Ea.hy 926 ™ 1 PN
HDMEC ) " W
HMEC-1 ™" ™M N

voraktivierte Zellen

Ea.hy 926 " T T
HDMEC ) " «
HMEC-1 " " “

Gemessen wurde die IL-8 Sekretion nach 6-stiindiger Inkubation mit spezifischen Liganden fir
TLR3 (Poly I:C), TLR4 (LPS) und TLR9 (CpG-DNA) bei ruhenden und durch Zytokine (TNF-a, IFN-y
und IL1-B) voraktivierten Zellen.

1 = signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion (p<0,05)

11 = signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion (p<0,001)

1l = signifikante Minderung der IL-8 Sekretion (p<0,001)

< = keine signifikante Anderung der IL-8 Sekretion

@ = nicht untersucht

38



3.3 Translokation von MyD88 durch spezifische TLR-
Stimulierung

Die Rekrutierung des endogen exprimierten Adapterproteins MyD88 an den jeweiligen
TLR-Rezeptor als ein initialer Schritt der Signalfortleitung sollte nun durch indirekte
Immunfluoreszenz dargestellt werden. Mit Blick auf die Reaktivitidt der verschiedenen
Endothelzellen im IL-8 ELISA wurden dafiir bei ruhenden Zellen der Zelllinie HMEC-1
zundchst die beiden Antikdrper MyD88 internes peptid) Und MyD88 c_terminales peptia) ZEtEStet,

die bereits bei der Inmunzytochemie zum Einsatz kamen (Abbildung 8).

MyD88 MyD88
(internes Peptid) (C-terminales Peptid)

Abbildung 8: Fluoreszenzfarbung bei der Zelllinie HMEC-1 mit den beiden Antikérpern gegen
verschiedene Epitope von MyD88

(A) MyD88(internes Peptid), (B) MyD88(C—terminaIes Peptid), beide Zeigen ein feines kC’)rniges
Fluoreszenzsignal. Bei MyD88interes peptia) (A) sind zusatzlich bei einem Teil der Zellen fokale
Signalanhebungen (Pfeil) zu beobachten. (VergréBerung ca. 65x)

Beide Antikorper bewirken eine feingranuldre Anfidrbung, die sich iiber den ganzen
Zellkorper verteilt, perinukleédr aber verdichtet ist. Aulerdem zeigt sich isoliert bei dem
Antikorper MyD88 internes peptia) die bereits bei der Immunzytochemie aufgetretene starke
fokale Signalanreicherung (vergleiche Abbildung 4, Kapitel 3.1). Fiir die weiteren
Versuche zur Translokation von MyD88 wurde deshalb der Antikorper

MyD88(internes Peptid) aUSgCWﬁhlt.
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Um die Translokation von MyD88 darzustellen, wurden die Endothelzelllinie HMEC-1
vor der Firbung durch Immunfluoreszenz durch die Inkubation mit Liganden von
TLRs, die aus verschiedenen subzelluliren Kompartimenten signalisieren, aktiviert.
Verwendet wurden LPS (c =100 ng/ml) fiir TLR4 und CpG-DNA (c=1puM) fiir
TLR9. Als Kontrolle fungierten der TLR3-Ligand Poly I:C (c = 50 ug/ml), der, da er
nicht iiber MyD88 transduziert wird, keine Umverteilung bewirken sollte und
zusitzlich Zellen, die in reinem Medium inkubiert wurden. Untersucht wurden die
Veridnderungen nach einer Inkubation von 5 min, 10 min und - um ein deutlich ldngeres

Zeitfenster zu kontrollieren - von 4 h.

Dabei zeigen die Mediumkontrolle (Abbildung 9) und Poly I:C (Abbildung 10) die
feingranuldre Musterung, die bereits bei der konventionellen Mikroskopie zu sehen war.
Dieses kornige Signal ist meist im Kernbereich vermehrt, es ldsst sich dort aber keine
Vergroberung der Granulierung im Vergleich zur Peripherie feststellen. Je nach Struktur
der einzelnen Zelle bleibt die Granulierung bis zur Membran homogen oder verdiinnt

sich innerhalb der Zellausldufer. Die Randbereiche sind teilweise moderat betont

Bei den LPS stimulierten Zellen zeigt sich im Zellkorper eine dhnlich feinkornige
Fluoreszenzmusterung, die sich nach 10-miniitiger Inkubation mit LPS (Abbildung 11:
B1) zwar etwas homogener verteilt als bei den Kontrollen darstellt, aber noch zu wenig
eindeutig ist, um sie auf die Aktivierung zuriickzufithren. Dahingegen stellen sich
granuldre Signalanhebungen (Pfeilmarkierung) im Randbereich dar, die sich sowohl
nach der S5-miniitigen als auch nach der 10-miniitigen Inkubation mit LPS zeigen
(Abbildung 11: Al, B1). Den deutlichsten Unterschied kann man dabei auf den
Aufnahmen nach 10-miniitiger Inkubation ausmachen. Vergleicht man dieses Bildpaar
mit dem entsprechenden nach 10-miniitiger Inkubation mit Poly I:C, so stellen sich in
den jeweiligen Phasenkontrast-Aufnahmen die Zellmembranen &dhnlich gut dar, im
Fluoreszenzbild jedoch bildet sich die Zellmembran der mit LPS behandelten Zelle
deutlich besser ab. Bei der Aktivierung fiir 4h kann fiir LPS hingegen keine

Veridnderung des Signalmusters im Vergleich zu den Kontrollen ausgemacht werden.

Auch die mit CpG-DNA stimulierten Zellen zeigen ein veridndertes Farbungsmuster.
Dabei kommt es zu einer perinukleidren Betonung des Signals. Charakteristisch ist dabei
die im Vergleich zur Mediumkontrolle grobscholligere Granulierung in Kernbereich,
die sich hier in den Bildern der 10-miniitigen und besonders der S5-miniitigen
Aktivierung darstellt. In der 4-stiindigen Aktivierung ist diese Vergroberung des
perinukledren Signals nicht mehr zu erkennen. Im Vergleich zur Kontrolle ist das Signal
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aber mehr in den perinukledren Bereich konzentriert. Bei den signalreichen Foki war

insgesamt keine Beeinflussung durch die Aktivierung festzustellen.

10 min

Abbildung 9 : Darstellung von MyD88 nach Inkubation in reinem Medium (Mediumkontrolle)

Die Zellen zeigen ein feingranulares, um den Zellkern herum verdichtetes Signal, ein Teil der
Zellen weist signalreiche Foki auf.

Die Zellen wurden 5 min, 10 min oder 4 h nach Inkubation in reinem Medium fixiert.
AnschlieBend folgte die Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antikérper MyD88iniernes peptid)-
(VergréBerung ca. 120x)
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Hmin

10 min

Abbildung 10: Nach Inkubation mit Poly I:C zeigt sich keine Anderung des Verteilungsmusters von
MyD88 im Vergleich zur Mediumkontrolle

Wie bei der Mediumkontrolle zeigt sich ein feingranuldres Muster, das Uber den ganzen
Zellkorper verteilt und perinuklear leicht verdichtet ist. Zwischen den verschiedenen
Inkubationszeiten gibt es keine maBgebliche Anderung des Verteilungsmusters.

Die Zellen wurden fiir 5 min, 10 min oder 4 h mit Poly I:C (c = 50 pg/ml) inkubiert und sofort
fixiert. AnschlieBend folgte die Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antikérper MyD88iniernes peptid)-
(VergréBerung ca. 120x)
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10 min

Abbildung 11: Nach Inkubation mit LPS wird MyD88 zur Zellmembran rekrutiert

Bei den Bildern der Inkubation fir 5 min und deutlicher bei 10 min zeigen sich granulare
Signalanhebungen im Membranbereich (Pfeil), die sich bei der Mediumkontrolle und bei
Poly I:C Inkubation nicht darstellen. Die bereits bei ruhenden Zellen beobachteten signalreichen
Foki zeigen keine Beeinflussung durch die LPS-Aktivierung.

Die Zellen wurden fir 5 min, 10 min oder 4 h mit LPS (¢ = 100 ng/ml) inkubiert und sofort fixiert.
AnschlieBend folgte die Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antikérper MyD88,intemes peptia)-

(A + B: VergroBerung ca. 120x, C: 80x)
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Abbildung 12: Nach Inkubation mit CpG-DNA wird MyD88 in Richtung Zellkern umverteilt

Auch hier zeigen die Inkubationen fir 5 min und 10 min ein verédndertes Darstellungsmuster mit
einem gréber granulierten Fluoreszenzsignal vor allem perinuklear. Die bereits bei ruhenden
Zellen beobachteten signalreichen Foki zeigen keine Beeinflussung durch die CpG-DNA-
Aktivierung.

Die Zellen wurden fir 5 min, 10 min oder 4 h mit CpG-DNA (¢ = 1 uM) inkubiert und sofort
fixiert. AnschlieBend folgte die Immunfluoreszenzfaroung mit dem Antikdrper MyD88,intermes Peptia)-
(VergréBerung ca. 120x)
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Zusammenfassend zeigte sich also innerhalb einer Inkubationzeit von 5-10 Minuten
eine Umverteilung von MyD88 zur Zellmembran nach Inkubation mit LPS oder in den
perinukledren Bereich mit Vergroberung der Granulierung nach Inkubation mit CpG-
DNA beobachten. Bei der Inkubation mit Poly I:C, welches nicht iiber MyD88
transduziert wird, ergibt sich ein Bild wie bei der Kontrolle mit in reinem Medium
inkubierten ruhenden Zellen. Beziiglich der signalreichen Foki des MyD88,internes Peptid)-
Antikorpers war keine Beeinflussung durch die Aktivierung mit den spezifischen TLR-
Liganden festzustellen. Abbildung 13 zeigt eine Darstellung der verschiedenen

Trabslokationsmuster nach 10-miniitiger Inkubation mit dem jeweiligen Liganden.

Poly I.C

Abbildung 13: Ubersicht iiber die Translokation von MyD88 nach 10-miniitiger Inkubation mit den
TLR-Liganden Poly I:C, LPS und CpG-DNA

Im Vergleich zu Poly I:C, welches nicht iber MyD88 tranzduziert wird, zeigt sich nach der

Inkubation mit dem Liganden LPS (TLR4) eine vermehrte Markierung der Plasmamembran,

wohingegen nach einer Inkubation mit CpG-DNA (TLR9) eine Umverteilung in den

perinukledren Bereich sowie eine Vergroberung der Granulierung zu beobachten ist. In dem

hier dargestellten Zeitraum von 10 min war dies am deutlichsten zu beobachten.

Die Zellen wurden fir 10 min mit Poly I:C (¢ = 50 pg/ml), mit LPS (c = 100 ng/ml) und mit CpG-

DNA (c = 1 uM) inkubiert und sofort fixiert. AnschlieBend folgte die Immunfluoreszenzfarbung

mit dem Antikérper MyD88,intemes peptia)- (VergréBerung ca. 80x)
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3.4 Untersuchung des Farbungsmusters des Antikorpers
IVlyl:)88(internes Peptid)

SchlieBlich sollte die Struktur, die sich nur mit dem MyD88-Antikorper gegen das
interne Peptid anfirben lief, eingehender untersucht werden. Diese sowohl bei der
Immunzytochemie als auch bei der Inmunfluoreszenz auftretende lokale Anreicherung
lieB sich allen drei verschiedenen untersuchten Endothelien EA.hy 926, HDMEC und
HMEC-1 darstellen (Abbildung 14).

EA.hy 926

Abbildung 14: Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antikdrper MyD88internes peptia) bei den in dieser
Arbeit untersuchten Endothelzellarten EA.hy 926, HDMEC und HMEC-1

Alle Zellarten zeigen eine fokale Signalanhebung. (VergréBerung ca. 70x)
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Bei den Versuchen aus 3.3 zeigte sich nach Aktivierung keine Verdnderung der Form
oder Haufigkeit des Signals. Dieses stellte sich in den meisten Féllen punktférmig dar,
zeigte sich aber auch hédufiger komma- oder halbkreisférmig und lag in der Umgebung
des Zellkerns. Abbildung 15 zeigt eine Ubersicht der verschiedenen Darstellungsmuster.
Diese Variabilitit des Signalmusters wurde bei allen untersuchten Endothelzellen

beobachtet.

Abbildung 15: Darstellung der variablen fokalen Signalanhebungen durch den Antikérper
MyD88internes Peptia) (griines Signal). Kernfarbung durch Hoechst 33342 (blaues Signal)

A zeigt die haufigste Darstellung als punktférmiges Signal mit angedeuteten gebogenen
Auslaufern. (VergrdBerung ca. 250x)
Verwendete Zellen: A-C: HMEC-1, D: EA.hy 926

Mit Hinblick auf das meist punktformige Signal und die Ndhe zum Zellkern wurde eine
eine zusitzliche Fiarbung des Golgi-Apparats vorgenommen. Abbildung 16 zeigt eine

Doppelfirbung mit dem MyD88 internes peptid)-Antikdrper und dem fluoreszenzmarkiertem
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Lektin-Helix pomatia Agglutinin (HPA) als Golgi-Marker. In A stellt sich die MyD88-
Signalanhebung zwar in direkter Nihe, aber deutlich nicht im lektinmarkierten Bereich
dar. B zeigt eine Endothelzelle wihrend der Teilung. Der durch Lektin-HPA markierte
Bereich liegt zwischen den beiden bereits separaten Zellkernen, die Signalanhebung
durch den MyD88 internes peptid)-Antikorper prisentiert sich hier als gebogene Linie, die

den durch den Golgi-Marker angefirbten Bereich teilweise umgibt.

Abbildung 16: Die signalintensen Foki der MyD88;internes peptia)-Farbung (griin) zeigen keine
Kolokalisation zum Golgi-Apparat (rot)

Anfarbung des Golgi-Apparats (rotes Signal) und von MyD88 (griines Signal) bei der Zelllinie
EA.hy 926. In (B) auBerdem Kernfarbung durch Hoechst (blaues Signal)

Die punktférmige fokale Signalanhebung in A stellt sich neben den Golgi-Apparat dar, liegt aber
nicht in diesem. In B ist die Signalanhebung durch MyD88intemes peptia) linienférmig and umrandet
den im Rahmen der Zellteilung zerfallenen Golgi-Apparat teilweise. (VergréBerung ca. 90x)

Wihrend sich das Muster der einzelnen fokalen Signalanhebungen bei den
verschiedenen untersuchten Endothelzellarten nicht unterschied, so gab es durchaus
Unterschiede in der Hiufigkeit des Signals. War es bei den Zelllinien EA.hy 926 und
HMEC-1 héufig zu sehen, so zeigten bei den priméren Zellen HDMEC nur vereinzelte
Zellen dieses Signal. Weiterhin war das Signal bei den mit EGF und Hydrocortison
kultivierten HMEC-1 deutlich hdufiger zu beobachten als bei den ohne diese Zusitze
kultivierten HMEC-1. Dies deutet darauf hin, dass die Signalhdufigkeit mit dem
Proliferationsgrad der jeweiligen Zellen zusammenhingt und deshalb bei den langsam
proliferierenden primédren Zellen und den HMEC-1 ohne Wachstumsfaktor weniger

hiufig auftrat.

Als weitere sich moglicherweise punktformig darstellende Struktur, die zudem bei der
Zellteilung mitwirkt, wurde das Zentrosom als moglicher Ort der Signalanreicherung in
Betracht gezogen. Deshalb folgte nun eine Doppelfirbung von MyD88 internes peptid) und
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y-Tubulin, das im Zentrosom die Keimbildungsstellen fiir das Mikrotubuliwachstum

bildet (Abbildung 17).

Abbildung 17: Die signalintensen Foki der MyD88;internes peptid)-Férbung (griin) zeigen eine
Assoziation zum Zentrosom, markiert durch y-Tubulin (rot)

Doppelfarbung von MyD88inernes pepiiq) (Qriines Signal) und y-Tubulin (rotes Signal) bei der

Zelllinie HMEC-1. Zuséatzliche Anfarbung der Zellkerne durch Hoechst (blaues Signal).

Das y-Tubulin-Signal ist in (A) mit Pfeilen markiert. In B projiziert sich das y-Tubulin Signal in

der oberen Zelle in die Mitte der durch MyD88,inermes peptiay angeférbten ringférmigen

Signalanhebung. C zeigt eine AusschnittsvergréBerung des entsprechenden Bereichs in B1.

(A+B: VergréBerung ca. 120x, C: VergrdBerung ca. 200x)

In Bild A zeigen MyD88interes pepidy und y-Tubulin getrennte Signale, die beide in

Beziehung zu dem Zellkern liegen, sich aber nicht iiberschneiden. Bei der sich teilenden
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Zelle in B/C liegen beide Signale in Bereich der Einziehung des Zellkerns, wobei das
MyD88 internes Peptid)-Signal eine ringformige Struktur bildet. In deren Aussparung im

Mittelpunkt bildet sich das Signal des y-Tubulin-Antikorpers ab.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde zunichst die Reaktion verschiedener humaner Endothelzellen
auf TLR-Stimulierung ermittelt. Bei ruhenden Endothelzellen erfolgte die Darstellung
des Adapterproteins MyD88 durch Immunfluoreszenz und Immunzytochemie.
SchlieBlich wurde die Rekrutierung von MyD88 nach Aktivierung durch TLR-
Agonisten bei der Zelllinie HMEC-1 betrachtet.

4.1 Untersuchung verschiedener Endothelzellen

4.1.1 Endothelzellen und TLRs
In Einklang mit ihrer immunologischen Funktion konnten in der aktuellen Literatur auf

verschiedenen humanen Endothelzellen bereits TLRs dargstellt werden.

Bei primidren makrovaskulidren Nabelschnurendothelzellen, den HUVEC, wurde die
Expression von TLR4 sowie eine mogliche Expression von TLR2 und 3 aufgezeigt. Der
Nachweis von TLR2 war dabei strittig. Die HDMEC, primédre mikrovaskulére
Hautendothelzellen, zeigten eine Expression der TLRs 2 und 4. TLR4 konnte bei den
HUVEC zusitzlich in seiner Funktionalitit dargestellt werden (7, 115, 116). Ebenso
wurde TLR4 in humanen Koronarendothelzellen, in den Endothelzellen humaner
intestinaler lymphatischer Gefidle sowie funktionelles TLR4 auf humanen

mikrovaskuldren dermalen lymphatischen Endothelzellen nachgewiesen (117).

Bei der sich von den HDMECs ableitenden Zelllinie HMEC-1 konnten zunichst die
TLRs 1, 3, 4 und 5 sowie eine sehr schwache Expression von TLR2 nachgewiesen

weden (118).

TLRS5 konnte auBerdem konstitutiv auf intestinalen Endothelzellen sowie HUVEC
nachgewiesen werden (119), fiir die HUVEC wurde schlieBlich auch die Expression

von funktionellen TLR9 (120) demonstriert.

In der aktuellen Literatur konnte die Expression und auch Funktionalitdt von multiplen
TLRs auf verschiedenen Endothelzellen nachgewiesen werden. Bei priméren
lymphatischen Endothelzellen von Lunge und Haut sowie einer dermalen

Endothelzelllinie der lymphatischen Gefid3e konnte die Expression der TLRs 1-6 sowie
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TLRY und zusitzlich die Funktionalidat von TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 und TLR6
festgestellt werden (121).

Aktuell konnten weitere TLRs auf HDMEC sowie HMEC-1 nachgewiesen werden.
Dabei zeigte sich, dass bei ruhenden Zellen 7-8 der 10 TLRs, namlich TLR1, TLR2,
TLR3, TLR4, TLRS, TLR6 und TLR9 bei den HDMECs, sowie zusitzlich dazu noch
TLR10 bei den HMEC-1 auf der Genomebene exprimiert werden. Unter
proinflammatorischen Bedingungen — imitiert durch die Inkubation mit den pro-
inflammatorischen Zytokinen — konnte dabei bei HDMEC und HMEC-1 sogar die
Expression der gesamten 10 humanen TLRs dokumentiert werden. Zusitzlich konnte
ihre funktionelle Aktivitdt, nachgewiesen iiber die IL-8 Sekretion als frithe und die
Expression der induzierbaren NO-Synthase (INOS) als spdte inflammatorische

Reaktion, dargestellt werden (122).

Bei der Zelllinie EA.hy 926 konnten in dieser Arbeit die gesamten TLRs mit der

Ausnahme von TLR1 und TLR6 immunzytochemisch dargestellt werden.

Alle diese Untersuchungen zeigen, dass Endothelzellen als Bestandteil der
inflammatorischen Reaktion ein geeignetes Untersuchungsobjekt fiir das Studium der
TLRs darstellen. Durch ihre Lokalisation fillt Endothelien die Aufgabe zu, die Reaktion
auf bereits ins System eingedrungene Pathogene mitzugenerieren. Beriicksichtigt man
die Verschiedenartigkeit der Endothelzellen, so ist zu erwarten, dass diese Funktion in

den einzelnen Endothelzelltypen unterschiedlich stark ausgeprigt ist

4.1.2 Reaktion verschiedener Endothelzellen auf Stimulierung durch
TLR-Liganden und Zytokine

In Hinblick auf die Heterogenitit verschiedener Endothelzellen kann die Auswahl einer
Zelllinie bedeutenden Einfluss auf die spiteren Ergebnisse haben. Um eine Zelllinie fiir
die Immunfluoreszenz auszusuchen, wurden die Zelllinien EA.hy 926 und HMEC-1 mit
den primidren HDMEC beziiglich Funktionalitdt der TLRs 3, 4 und 9 verglichen. Neben
der Reaktion auf spezifische TLR-Liganden wurde dabei auerdem der Einfluss eines
proinflammatorischen Milieus, vermittelt durch die Vorinkubation mit entsprechenden
Zytokinen (TNF-o, IL-1pB, IFN-y), studiert. Hierbei stellte sich die Frage, inwiefern die
Reaktion auf TLR-Liganden durch die Vorinkubation mit proinflammatorischen

Zytokinen moduliert wird.

Als Mal} der Funktionalitit der TLR-Rezeptoren wurde ihre Reaktion auf TLR-

Liganden und Zytokine durch die Bestimmung der IL-8 Konzentration im
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Zellkulturiiberstand durch einen ELISA quantifiziert. IL-8 ist ein Chemokin, das eine
wichtige Rolle bei der Chemotaxis und Aktivierung von Zellen myeloischen Ursprungs
spielt. Da IL-8 hauptsédchlich von Endothelzellen gebildet wird, stellt es somit einen
geeigneten Parameter fiir die Bestimmung der induzierten inflammatorischen Reaktion

dar.

Der Fokus wurde besonders auf Unterschiede von Endothelien unterschiedlicher
Gewebeherkunft sowie Abweichungen zwischen priméiren und immortalisierten Zellen

gleichen endothelialen Ursprungs gelegt.

Um Storfaktoren durch das Medium zu aufzudecken, wurden HMEC-1 zudem in
verschiedenen Kulturmedien untersucht. Unter der Annahme, dass die Kultivierung mit
Wachstumsfaktoren und Kortison Einfluss auf die Initiierung einer Entziindungs-
reaktion haben konnte, wurden parallel Versuche mit HMEC-1 durchgefiihrt, die ohne
diese Zusitze kultiviert wurden. Dabei zeigte sich zwar ein dhnliches Verhiltnis der
Reaktion der einzelnen Liganden zueinander, vergleicht man allerdings die absoluten
Werte der IL-8 Sekretion der unterschiedlich kultivierten HMEC, so zeigt sich, dass die
ohne Kortison und EGF kultivierten HMEC insgesamt eine 2-3x erhohte Steigerung der
IL-8 Sekretion aufweisen. Somit bestitigte sich der Verdacht, dass auch das Medium

Einfluss auf die Reaktivitit der Zellen hat.

Stellt man HDMEC und HMEC-1 gegeniiber, so zeigen beide vergleichbare Reaktionen
auf LPS, Zytokine und die Kombination von Zytokinen und CpG-DNA. Die Reaktion
auf Poly I:C konnte wegen fehlendem Zellmaterial bei den HDMEC nicht getestet
werden. Auffilligkeiten gibt es bei der Reaktion auf CpG-DNA. Wihrend die HDMEC
mit einer signifikanten Minderung der IL-8 Sekretion reagieren, ist bei den HMEC-1 in
diesem Versuchsaufbau kein Einfluss festzustellen. In spiter erfolgten Untersuchungen
konnte allerdings eine Konzentrationsabhidngigkeit des CpG-Effekts gezeigt werden.
Hier wurde mit CpG-DNA Konzentrationen, die groBer als die hier verwendeten
Konzentrationen (1 uM) waren, beit HMEC-1 ebenfalls eine signifikante Reduktion der

IL-8 Sekretion nachgewiesen werden (122).

In der Gegeniibertstellung der Reaktionen der verschiedenen Endothelzellen zeigen die
mit Zytokinen und LPS behandelten HDMEC auflerdem eine signifikante Steigerung
der IL-8 Sekretion im Vergleich zu den HDMEC mit einfacher LPS-Behandlung. Dies

ist bei den HMEC-1 nicht nachzuweisen.
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Trotz des @hnlichen Reaktionsmusters zeigen sich die priméren Zellen also reaktiver als
die entsprechende Zelllinie, was sich in einer fehlenden Reaktion auf gewisse Liganden
oder im Fall von CpG-DNA hoherdosiert notwendigen Stimulation zum Auslésen einer

Antwort dufert.

Vergleicht man HMEC-1 und HDMEC mit der Zelllinie EA.hy 926, so ist der
auffilligste Unterschied die Reaktion auf LPS. Alle untersuchten Endothelien zeigen
zwar eine signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion nach LPS-Inkubation, jedoch fillt
diese bei EA.hy 926 bedeutend geringer aus als bei den HMEC-1 und HDMEC. Bei der
Inkubation mit CpG-DNA ldsst sich bei den EA.hy 926 keine Beeinflussung der

IL-8 Sekretion nachweisen.

Die Reaktionen der verschiedenen Endothelzellen auf die untersuchten Liganden sind

also durchaus heterogen. Dies kann unterschiedlich gedeutet werden.

Die unterschiedliche Sensitivitit von HDMEC und HMEC-1 auf CpG-DNA erklédren
sich vermutlich durch den Immortalisierungsprozess. Da bei Verwendung jeder
Zelllinie ein Kompromiss zwischen besseren Kulturbedingungen und verédnderten

Eigenschaften eingegangen wird, sind abweichende Ergebnisse wahrscheinlich.

Die Unterschiede zwischen EA.hy 926 auf der einen Seite und den HDMEC und
HMEC-1 auf der anderen Seite konnen verschiedene Ursachen haben. Die EA.hy 926
sind wie die HMEC-1 immortalisierte Zellen. Im Gegensatz zu den HMEC-1, die durch
Transfektion immortalisiert wurden, handelt es sich bei den EA.hy 926 allerdings um
Hybridzellen aus HUVEC und Tumorzellen. Der groflere Eingriff in die urspriingliche
Endothelzelle konnten die unterschiedlichen Reaktionen erkldren. Allerdings ist dieser
Faktor ohne einen direkten Vergleich mit HUVEC schwer zu beurteilen. Nicht
unwahrscheinlich ist allerdings, dass die unterschiedliche Herkunft der Endothelien eine
Rolle spielt. Mit EA.hy 926 und HDMEC/HMEC-1 stehen sich makrovaskuldre und
mikrovaskuldre Endothelzellen gegeniiber. Phinotypische und funktionelle Unter-
schiede zwischen Endothelzellen unterschiedlichen Ursprungs konnten in verschiedenen
Untersuchungen nachgewiesen werden (123, 124). Weiterhin erfiillt Endothel je nach
Organherkunft spezialisierte Aufgaben. Bei den kleinen Gefden der Haut spielt die
Teilnahme an der Immunantwort durch den Kontakt mit Pathogenen, die die
Haubarriere iiberwunden haben, im Sinne einer sofortigen Einddmmung einer
Erregerinvasion wahrscheinlich eine gro3e Rolle. Eine zu ausgeprigte inflammatorische

Antwort konnte dagegen bei den Endothelzellen der Nabelschnur nachteilig sein, z.B.
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im Sinne einer embryonalen Schiadigung, was eine andere Erkldrung fiir die schwéchere

Reaktion der EA.hy 926 ist.

Fiir die weiteren Versuche prisentieren sich die HMEC-1 als am geeignetesten. Die
HDMEC sind als primére Zellen teuer und sehr aufwendig in der Zellkultur. Aulerdem
sind Ergebnisse nicht ohne weiteres auf HDMEC, die von anderen Donoren stammen,
iibertragbar. Die EA.hy 926 zeigten sich im Vergleich zu den HMEC-1 als weniger
reaktiv. Somit sind die HMEC-1 die beste Wahl fiir weitere Untersuchungen.

4.2 Fluoreszenzmarkierung von MyD88

4.2.1 Methoden der Fluoreszenzmarkierung

Es existieren verschiedene Methoden der Fluoreszenzmarkierung. Neben der in dieser
Arbeit eingesetzten indirekten Immunfluoreszenz werden in der modernen Zellbiologie
Zielproteine verstdarkt mit Hilfe von GFP (griin fluoreszierendes Protein) bzw. dessen
Derivaten markiert. Urspriinglich stammt GFP aus der Qualle Aequorea victoria und
emittiert nach Anregung durch UV-Licht griines Licht. Fiir die Darstellung eines
Proteins kann GFP-kodierende cDNA an die DNA eines zu untersuchenden Zielproteins
konjugiert werden. Nachdem diese DNA durch Transfektion in die Zelle eingebracht
wurde, bildet diese wiederum zusammenhingende Proteine aus GFP und Zielprotein,
wodurch eine Untersuchung der Fusionsproteine in vivo ermdéglicht wird (125). Im
Gegensatz dazu werden bei der Immunfluoreszenz Zielproteine in fixierten toten Zellen

durch die Bindung von fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert.

Nachteil der Darstellung durch GFP ist, dass Fusionsproteine und keine endogenen
Proteine dargestellt werden. Ein signifikanter Einfluss auf Lokalisation, Interaktion und
Funktion des urspriinglichen Proteins kann nicht ausgeschlossen werden. Auflerdem
werden die GFP-markierten Proteine durch vorgeschaltete Promotoren stark
iiberexprimiert. Gerade bei der Untersuchung der TLRs, die unter anderem auf
Nukleinsduren reagieren, ist es von Bedeutung, dass die Zellen durch das Einbringen
von Fremd-DNA voraktiviert werden konnen. Um diese Interferenzen auszuschliefen,
wurde endogenes MyD88 hier iiber indirekte Immunfluoreszenz dargestellt. Da
dennoch die Dynamik der MyD88-Rekrutierung erfasst werden sollte, wurden die
Zellen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten fixiert und gefirbt.
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4.2.2 Lokalisation von MyD88 bei ruhenden Endothelzellen

Um die Verteilung in ruhenden Zellen darzustellen, wurde endogenes MyD88 durch
Immunzytochemie und Immunfluoreszenz markiert. Dafiir wurden zwei Antikorper
gegen verschiedene Epitope von MyD88 verwendet (MyD88internes Peptid) und MyD88 .

terminales Peptid))> di€ interessanterweise ein unterschiedliches Lokalisationsmuster ergaben.

Der Antikorper gegen das C-terminale Peptid von MyD88 bewirkt in der
Immunzytochemie eine perinukledr betonte Anfarbung des Zytoplasmas. In der
Immunfluoreszenz stellt sich MyD88 als iiber das Zytoplasma verteilte, im Kernbereich
betonte feine Granulierung dar. Dieses leicht kornige Muster ist bei allen untersuchten
Endothelzellen (EA.hy 926, HDMEC und HMEC-1) nachweisbar. Der zweite
Antikorper MyD88 internes peptidy z€igt neben diesem feingranuldren Muster bei einem
variablen Prozentsatz der Zellen zusitzlich eine fokale Signalanreicherung mit
unterschiedlicher Morphologie. Diese stellt sich meist punktférmig mit angedeuteten
Ausléaufern, aber auch hiufig ring-, komma- oder halbkreisférmig dar. Der Prozentsatz
der Zellen, die diese Foki zeigen, variiert bei den verschiedenen Endothelzelltypen.
AuBlerdem hat die Mediumzusammensetzung Einfluss auf das quantitative Auftreten

dieses Signals.

Um das Kompartiment dieser Anreicherung zu identifizieren wurde zusétzlich zu der
MyD88-Markierung eine Fluoreszenzfiarbung des Golgi-Apparats (Lektin) und der
Zentrosomen (y-Tubulin) vorgenommen. Dadurch konnte in dieser Arbeit dargestellt
werden, wie sich y-Tubulin bei teilenden Zellen genau in die Ausspaarung der
ringformigen Signalanreicherung durch MyD88 projiziert, was auf eine Assoziation der
Foki mit dem  Mikrotubuli-Organisationszentrum  (microtubule  organizing

center/MTOC) schlielen lésst.

In aktuellen Publikationen wird MyD88 in der Regel als mit GFP oder dessen Derivaten
markiertes Fusionsprotein dargestellt. Mit dieser Methode wurden verschiedene
Zelltypen wie HEK-293 (eine Zelllinie aus humanen embryonalen Nierenzellen), HeLa
(eine humane epitheliale Linie, die sich von den Zellen eines Zervixkarzinoms ableitet)
und RAW 264.7 (eine murine Makrophagenlinie) untersucht. Dabei kommt es zu sehr
unterschiedlichen Darstellungen von MyDS88. In vielen Untersuchungen kann MyD88
in vereinzelten kondensierten Foki dargestellt werden. Diese zeigen sich bei HEK (47,

84, 88) und RAW 264.7 (84, 126). In Nishiya et al. (59) ist MyD88 ebenfalls auf
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einzelne Foki konzentriert, welche allerdings eine deutlich andere Morphologie
aufweisen. In einigen Publikationen stellt sich MyD88 eher als sehr grobe Granulierung
dar. Diese zeigt sich sowohl bei HEK als auch bei HeLa (60). Ein dhnliches Muster
besitzt die Darstellung von HeLa-Zellen in Jaunin et al. (127). Im Gegensatz zu den
zitierten Publikationen wird hier zur Darstellung aber nicht GFP, sondern ein
Fusionsprotein aus MyD88 und einem immunogenen Peptid (,,FLAG®) eingesetzt.
Dieses MyD88-FLAG-Protein wird wiederum durch eine entsprechende
Antikorperfarbung sichtbar gemacht. Eine feinere Granulierung zeigt sich fiir GFP-
markiertes MyD88 bei RAW 264.7 in Ahmad-Nejad et al. (48) und bei murinen
dendritischen Zellen und Makrophagen in Latz et al. (54).

Die beiden zuletzt angefiihrten Darstellungen weisen die grofte Ahnlichkeit zu dem mit
dem MyD88c terminales Peptid)-Antikorper ermittelten Muster auf. Allerdings zeigten die
RAW 264.7 in Ahmad-Nejad et al (48) eine perinukledre Signalminderung wihrend in
dieser Arbeit im Kernbereich eine Signalverstirkung festzustellen war. Die grofte
Ubereinstimmung zeigt sich im Vergleich mit den murinen dendritischen Zellen und
Makrophagen in Latz et al. (54), die in Ruhe eine relativ homogene feingranulére
zytoplasmatische Verteilung von MyD88 aufwiesen. Die durch den MyD88 inernes peptid)-
Antikorper dargestellten Foki sind den Morphologien in Nishiya et al. (59) sehr dhnlich.
Dort wurden sie als punkt-, stern-, ring-, faden- oder kokonartige Signalanreicherung
beschrieben und eine Doppelmarkierung mit dem endoplasmatischen Retikulum, dem
Golgi-Apparat, den Lysosomen und Endosomomen sowie den zytoskelettalen

Bestandteilen F-Actin und o-Tubulin zeigte keine klare Kolokalisation.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die angefiihrten Publikationen kein
einheitliches Bild der Verteilung von MyD88 in der Zelle liefern kénnen. Deutliche
Unterschiede lassen sich sogar bei verschiedenen Darstellungen der gleichen Zelllinie
ausmachen (vgl. (60, 88)). Als mogliche Ursachen sind hier Artefakte durch die GFP-
Markierung zu diskutieren. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Lokalisation
des endogenen MyD88 liel} sich dieses in ruhenden Zellen als perinukleidr betonte feine
Granulierung darstellen, zusitzlich zeigten sich bei einem der verwendeten Antikorper
gegen MyD88 singuldre signalintense Anreicherungen. In  weiterfithrenden
Untersuchungen fanden sich gute Hinweise auf eine Assoziation der Anreicherungen

mit dem MTOC in Endothelzellen.
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4.2.3 Rekrutierung von MyD88 bei TLR-Stimulierung

Um die Translokation von endogenem MyD88 in der Zelle nach Aktivierung durch LPS
(TLR4) und CpG-DNA (TLR9) darzustellen, wurden Zellen der Linie HMEC-1 nach
einer Inkubation von 5 Minuten, 10 Minuten oder 4 Stunden durch Immunfluoreszenz
mit dem Antikdrper MyD88intemes peptiay markiert. Fiir den Zeitraum von 5-10 Minuten
konnte eine Translokation von MyD88 beobachtet werden. Das Signal fand sich nach
Inkubation mit CpG-DNA gehiuft im Kernbereich und nach Inkubation mit LPS an der
Plasmamembran. Nach 4 Stunden Inkubation mit den Liganden entsprach die
Verteilung wieder dem Ruhezustand. Bei den teilweise zu beobachtenden signalreichen

Foki zeigte sich keine Beeinflussung durch die Aktivierung.

Bei den bisher publizierten Untersuchungen zur Rekrutierung von MyD88, bei denen
die Darstellung durch MyD88/GFP-Fusionsproteine erfolgte, finden sich in der

aktuellen Literatur sehr unterschiedliche Ergebnisse.

In Ahmad-Nejad et al (48) entspricht das Translokationsmuster weitgehend dem hier
ermittelten. Bei einer Zelllinie aus murinen Makrophagen (RAW 264.7) fiihrt CpG-
DNA zu einer verstiarkten Konzentration von MyD88 in den Vesikeln, LPS zu einem
verstirkten Signal an der Zellmembran. Allerdings weicht der Zeitraum mit 45 Minuten
erheblich von den hier ermittelten 5-10 Minuten ab. Die murinen dendritischen Zellen
in Latz et al. (54) zeigen bereits nach 5-miniitiger Inkubation mit CpG-DNA eine
Anderung des MyD88-Musters. Dieses wird nun als vereinzelte grobe Granula

dargestellt und zeigt eine Kolokalisation mit CpG-DNA.

In HEK-293 Zellen (47) zeigte sich nach Behandlung mit LPS eine Umverteilung von
MyD88, welches sich im Ruhezustand in einzelnen kondensierten Foki befindet. Nach
einem Zeitraum von 15 Minuten préasentiert MyD88 sich als grobe Granulierung nahe

der Zellmembran.

In Hornef et al. (49) wurde eine humane Kryptenepithelzelllinie aus dem Darm
(m-IC.pp) untersucht. Die Translokation von MyD88 erfolgt mit 15 Minuten in einen
dhnlichen Zeitraum, jedoch mit einem sehr unterschiedlichen Verteilungsmuster. In
Ruhe in groben Granula diffus iiber das Zytoplasma verteilt, kondensierte MyD88 nach
Stimulierung mit LPS im perinukledren Bereich. Diese Beobachtung wurde neben der

Darstellung durch GFP auflerdem mit Immunzytochemie bestitigt.

Auch hier konnen die sehr unterschiedlichen Ergebnissse durch die Fiarbmethode

begriindet sein. AuBerdem ist es nicht eindeutig zu beurteilen, inwiefern die
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Unterschiede Charakteristika der jeweiligen Zellen oder artifizielles Produkt der
Versuchsbedingungen oder Firbemethode sind. Die einzige Studie, die zusétzlich zu der
GFP-Markierung auch endogenes MyD88 untersucht (49), studiert mit den
Kryptenepithelzellen sehr spezielle Zellen. Dementsprechend zeigt MyD88 nach
Stimulierung ein Lokalisierungsmuster, das sich deutlich von den Ergebnissen fiir
anderen Zelltypen sowie auch dem hier ermittelten unterscheidet. Fiir Endothelzellen
hatte sich hier eine Translokation des endogenen MyD88 durch eine Vergroberung der
Granulierung sowie eine Umverteilung in Richtung Kernbereich (TLR9) bzw.

Plasmamembran (TLR4) in einem Zeitraum von 5-10 Minuten ergeben.

4.2.4 Beurteilung der variablen Darstellungsmuster

Die Darstellung von MyD88 in ruhenden oder aktivierten Zellen stellt sich in der
aktuellen Literatur sehr heterogen dar. Dies betrifft sowohl das eigentliche Farbemuster
als auch den Zeitraum, in dem bei stimulierten Zellen die Translokation und
Rekrutierung von MyD88 erfolgt. Die Verwendung von GFP oder anderen
fluoreszierenden Proteinen zur Darstellung konnte dabei Hinweise auf die Ursache
dieser vielféltigen Abweichungen geben. Trotz der dokumentierten relativ guten
Ergebnisse bei der Verwendung von GFP ist nicht auszuschlieBen, dass sich das
entsprechende Fusionsprotein anders verhélt als das endogene Protein. Dies kann
vielfache Ursachen haben, z.B. sterische Behinderung wegen des relativ grof3en
Fusionsproteins, das GFP im Gegensatz zu anderen Markerproteinen darstellt. Auch die
unterschiedlichen Transfektionsmethoden und Fusionsproteine konnten zu den
variablen Darstellungen fiithren. Oft werden Promotoren vorgeschaltet, die zu einer
hohen Expression des Fusionsproteins fithren, was zu einer Uberexpression mit
Akkumulation von Protein in der Zelle fithren kann. Dieser sogenannte ER-Stress kann
eine veridnderte Reaktivitdt der Zelle bis hin zur Apoptose zur Folge haben. Gerade bei
Versuchsmodellen, die sich mit der Reaktion auf Pathogene befassen, gibt es noch
weitere mogliche Interferenzen. Vielfach sind die untersuchten Zellen nur transient
transfiziert. Durch das Einbringen eines Plasmids wird aber mit prokaryotischer DNA
auch unmethylierte CpG-DNA in die Zelle eingebracht. Somit sind die Zellen
voraktiviert, was Einfluss auf spitere Untersuchungsergebnisse nimmt. Unter diesem
Gesichtspunkt erscheinen vor allem die Ergebnisse von Versuchen mit CpG-DNA -

wenn sie ohne nicht-transfizierte Kontrollen gemacht wurden - fragwiirdig.
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Sehr vielféltige Darstellungen in der Literatur lassen vermuten, dass dieses Bild je nach
Zellart deutlich divergieren kann. AuBerdem kann von den unterschiedlichen
Ergebnissen bei gleichen Zelltypen auf Schwierigkeiten bei der Darstellung von MyD88

durch ein GFP-Fusionsprotein geschlossen werden.

Diese veranderten Eigenschaften des Fusionsproteins und Einfliisse auf die Zelle bei der
Transfektion existieren beim Nachweis des endogenen Proteins iiber indirekte
Immunfluorezenz nicht. Hier wird nur das Protein detektiert, das physiologisch
exprimiert wird. Die verschiedenen Ergebnisse bei Experimenten mit den gleichen
Zellen konnen somit artifiziell durch die Methodewahl entstanden sein. Die Darstellung
durch Immunfluoreszenz ist zwar in ihrer dynamischen Anwendung begrenzt (d.h. es
sind keine Beobachtungen in vivo moglich), aber vor der Fixierung muss die Zelle fiir
die Markierung als solche nicht manipuliert werden, wodurch es weniger Moglichkeiten

fiir Artefakte gibt. Somit sind ihre Ergebnisse verlisslicher als die der GFP-Markierung.

Die hier in der Immunfluoreszenz verwendeten Antikorper haben iiberraschenderweise
unterschiedliche Firbemuster ergeben. Bei den AntikOrper gegen ein internes Peptid
waren zusitzlich zu einer feingranuldren Fiarbung des Zytoplasmas singulédre isolierte
signalintense Foki im Bereich des Zellkerns nachweisbar. Diese waren fiir den zweiten
Antikorper, welcher sich gegen ein C-terminales Epitop richtete, das also in Nihe zu der
TIR-Domine liegt, nicht nachweisbar. Es stellt sich die Frage, wie die unterschiedlichen
Farbemuster der beiden eingesetzten Antikorper zustande kommen. Als Mechansimus
konnten Bindungsstellen durch Interaktion mit anderen Proteinen zeitweise blockiert
werden. Der MyD88 c.terminales Peptid)-Antikorper zeigt nicht die Signalanreicherung des
MyD88 internes Peptid)-Antikorpers, priasentierte in der Immunzytochemie aber eine stirkere
Farbung. Moglicherweise sind in der kondensierten fokalen Form die Bindungsstellen
des MyD88c-terminales Peptia)-Antikorpers  blockiert, sodass das Farbemuster keine
signalreichen Foki zeigt. Mit Blick auf die Literatur ist auffillig, dass trotz der
zahlreichen Publikationen mit HEK-293 eine dhnliche Struktur nur bei Nishiya et al.
(59) dargestellt werden konnte. Eventuell sind in der kondensierten Form von MyD88
verstiarkt mogliche Bindungsstellen besetzt oder die Antikorper bzw. die jeweiligen
GFP-Fusionsproteine  werden durch sterische Faktoren oder elektrostatische
Wechselwirkungen an einer Bindung gehindert. Zwar konnte MyD88 auch in anderen
Publikationen bei ruhenden Zellen in Foki dargestellt werden, diese unterscheiden sich

morphologisch aber deutlich von den in dieser Arbeit und denen in Nishiya et al. (59)
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gezeigten. Ingesamt ist davon auszugehen, dass diese Signalanreicherungen nicht auf

Endothelzellen begrenzt somit vermutlich bei weiteren Zelltypen anzutreffen sind.

Die in dieser Arbeit beobachtete Morphologie der Signalanreicherungen legt ein
Zusammenspiel mit Strukturen des Zytoskeletts nahe. Im Einklang dazu konnte in
Jaunin et al. (127) eine Assoziation von MyD88 mit aktinreichen Fasern beschrieben
werden. Im Kontext der in dieser Arbeit beobachteten Kolokalisation mit y-Tubulin
kann die Signalanreicherung dem MTOC zugeordnet weden. In diesem Zusammenhang
ist es auBerdem auffillig, dass die verschiedenen Endothelzellen diese signalreichen
Foki in unterschiedlichem Ausmal} aufweisen. Sie sind in einem groeren Prozentsatz
bei Endothelzellen mit hoheren Proliferationsraten aufzufinden. Dies zeigte sich
besonders im Vergleich der ohne weitere Mediumzusitze kultivierten HMEC-1 mit den
HMEC-1, deren Medium zusitzlich Wachstumsfaktor und Kortison enthielt. Auch hier
besteht die Moglichkeit, dass im Verlauf des Zellzyklus Bindungsstellen blockiert

werden, wodurch die kondensierte Form von MyD88 nicht markiert wird.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die subzellulire Verteilung von endogenem MyD88
sowohl in ruhenden Endothelzellen als auch nach Aktivierung durch TLR-spezifische

Liganden darzustellen.

Dazu wurde zunichst die Funktionalitidt ausgewihlter TLRs — ndmlich TLR3, TLR4
und TLR9 - bei verschiedenen Endothelzellen (Ea.hy 926, HMEC-1 und HDMEC)
untersucht. Durch einen ELISA wurde dabei die IL-8 Sekretion nach Stimulation mit
TLR-spezifischen Liganden sowohl in ruhendem Zustand als auch nach Voraktivierung
durch proinflammatorische Zytokine bestimmt. Die Funktionalitit des jeweiligen TLRs
konnte sich in einer Steigerung aber auch in einer signifikanten Verminderung der IL-8
Sekretion &duBlern. Die verschiedenen Endothelzellen zeigten erwartungsgemal
differenzierte Antworten auf die Stimulation, was sich einerseits durch die
Gegeniiberstellung von primiren Zellen und Zelllinien erklirt, aber andererseits auch
deutlich auf die funktionellen Unterschiede der vielfiltigen Endothelzelltypen
unterschiedlicher Gewebeherkunft verweist. Ebenso war eine Modulation der
Reaktivitit durch die Zellkulturmediumzusammensetzung am Beispiel der Zelllinie

HMEC-1 festzustellen.

Fiir die Darstellung von endogenem MyDS88 durch Immunfluoreszenz wurden
Endothelzellen der Hautzelllinie HMEC-1, welche den besten Kompromiss beziiglich
Reaktivitit und einfacherer Handhabung in der Zellkultur gezeigt hatten, ausgewdhlt.
Zur Immunfluoreszenzfiarbung wurden zwei Antikorper gegen unterschiedliche Epitope
(gegen ein internes Peptid sowie ein C-terminales Peptid) von MyD88 verwendet.
Dabei zeigte sich bei den untersuchten ruhenden Endothelzellen fiir beide Antikorper
eine diffus liber das Zytoplasma verteilte Anordnung von endogenem MyDS8.
Uberraschenderweise konnte mit dem Antikorper gegen das interne Peptid von MyD88
zusitzlich zu der diffusen Verteilung eine kondensierte Signalanreicherungen mit
raumlichen Bezug zum Zellkern dargestellt werden. Ein dhnliches Bild hatte eine
Immunfluoreszenzfarbung der Zelllinie EA.hy 926 mit dem gleichen Antikorper
ergeben. Die kondensierten Foki waren von der Aktivierung durch TLR-spezifische
Liganden unbeeinflusst, allerdings traten sie gehdufter bei stirker proliferierenden
Zellen auf. Eine Kolokalisation mit y-Tubulin lief auf einen Assoziation mit dem

MTOC schlieen.
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Durch Stimulierung mit TLR-spezifischen Liganden konnnte eine ligandenspezifische
Lokalisation des ansonsten diffus verteilten MyD88 bewirkt werden. Es kam zu einer
Vergroberung der Granulierung und Umverteilung dieser in Richtung Kernbereich
(TLRY) oder Plasmamembran (TLR4). Diese Umverteilung von endogenem MyD88

geschah in einem Zeitraum von 5-10 Minuten.
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7 Anhang

Abklrzungsverzeichnis

AP-1
APC
BSA
CD
CpG
CMV
CXC
DD
DMSO
dsRNA
EC
ECGF
EDTA
EGF
ER
ELISA
FKS
GFP
GPI-Anker
H(A)T
HDMEC
HIV

HMEC

Aktivatorprotein-1
antigenprisentierende Zelle

bovines Serumalbumin

,,cluster of differentiation
Cytosin-phosphatidyl-Guanin
Cytomegalie-Virus

Cystein-X-Cystein

,,death domain“

Dimethylsulfoxid

doppelstrangige RNA

Endothelzellen

,,endothelial cell growth factor*
Ethyldiamintetraessigsdure

,epidermal growth factor*
endoplasmatisches Retikulum
,enzyme-linked immunosorbent assay*
fotales Kélberserum
griin-fluoreszierendes Protein
Glycosylphosphatidylinositol-Anker
Hypoxanthin, (Aminopterin,) Thymidin
humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen
humanes Immunschwiche-Virus

humane mikrovaskuliare Endothelzellem
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HPA
HPGRTase
HRP
HSP
HSV
HUVEC
IAV
ICC

Ig

IF

IFN

IL
I-Kappa-B
IKK
iNOS
IRAK
IRF 5
JNK
LPB
LPS
LDL
LRR
LSAB
Mal
MAP3K
MD-2

MKK

Helix pomatia Agglutinin

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

,,horseradish peroxidase*
Hitzeschockprotein

Herpes simplex-Virus

,,human umbilical vein endothelial cells*
Influenza A-Virus

Immunzytochemie

Immunglobulin

Immunfluoreszenz

Interferon

Interleukin

,Inhibitor of KappaB*

,,I-Kappa-B kinase*

induzierbare NO-Synthase
,interleukin-1 receptor-associated kinase*
,interferon regulatory factor 5
,,c-Jun N-terminal kinase*
LPS-bindendes Protein
Lipopolysaccharid

,,Jow density lipoprotein*

,Jeucine rich repeat*
Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode

,MyD88-adapter-like*

,mitogen-activated protein kinase kinase kinase“

,myeloid differentiation-2*

»MAP (mitogen-activated protein) kinase kinase*



MyD88
MTOC
NEMO
NF-«B
Pam;CSKgq
PAMP
PBS
pDC
PFA
Poly I:.C
PRR
RSV
SARM
SLE
snRNPs
ssRNA
SV40
TAB-1
TAK-1
TBS

Ty
TICAM
TIR
TIRAP
TK
TLR

TNF

,,» myeloid differentiation factor 88
,microtubule organizing center

,,NF-«kB essential modulator

,,Nuclear factor-xkB*
,,palmitoyl-3-cysteine-serine-lysine-6
,pathogen associated molecular patterns‘
,,phospate buffered saline*
plasmozytoide dendritische Zelle
Paraformaldehyd
,,polyinosinic-polycytidylic acid*
»pattern recognition receptors*
,respiratory syncytial-virus*

,sterile alpha and HEAT/Armadillo motif*
systemischer Lupus erythematosus
,,small nuclear ribonucleoproteins*
einzelstringige RNA

,,simian virus 40

,» TAK-1-binding protein-1*
»transforming growth factor-activated kinase-1*
,,I'ris buffered saline

T-Helfer

,» TIR-containing adaptor molecule*

,» Toll/IL-1 receptor homology domain*

,» Toll/IL-1 receptor domain-containing adaptor protein‘

Thymidinkinase
,, Toll-like receptor*

Tumornekrosefaktor
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TRAF

TRAM

TRIF

Tris

Ubc/Uev

VSV

,» TNF receptor associated factor*

,» IRIF-related adaptor molecule*

,» TIR domain-containing adapter inducing interferon-f*
Tris(hydroxymtehyl)-aminomethan

,,E2 ubiquitin-conjugating enzyme/ ubiquitin-conjugating E2

enzyme variant*
,,vesicular stomatitis-virus*

von-Willebrand-Faktor
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