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1 Einleitung 

1.1 Toll like Rezeptoren 

Das Überleben eines Organismus hängt in großem Maße davon ab, pathogene Keime 

bereits am Eintritt hindern zu können. Kommt es trotzdem zum Übertritt und der Ver-

mehrung von Keimen in den Körper, so ist es entscheidend, dass diese schnell und ef-

fektiv bekämpft werden. Die Zellen, Moleküle und Mechanismen, die diese Aufgabe 

übernehmen, werden als „Das Immunsystem“ zusammengefasst.  

Zu diesem Abwehrsystem gehören die Toll-like Rezeptoren (TLRs). TLRs sind Keim-

bahn-kodierte Rezeptoren und Teil des angeborenen Immunsystems. Sie gehören zur 

Gruppe der Muster-Erkennungs-Rezeptoren (Pattern Recognition Rezeptoren, PRRs) 

und erkennen Pathogen assoziierte molekulare Muster (Pathogen Associated Molecular 

Patterns, PAMPs). So werden Strukturen bezeichnet, die ausschließlich in Pathogenen, 

nicht aber im menschlichen Körper vorkommen. Damit ist es für  TLRs möglich kör-

pereigene von körperfremden Strukturen zu unterscheiden. Endogene Liganden unter-

stützen die Abwehrreaktion oder erzeugen eine überschießende Abwehr (Autoimmun-

prozess) (Akira et al., 2006; Kaisho et al., 2006; Takeda et al., 2006). 

TLRs kommen in allen Vertebraten vor. Sie wurden ursprünglich in Drosophila 

melanogaster entdeckt, wo sie neben der dorsoventralen Polarität auch für die Abwehr 

gegen Pilzinfektionen zuständig sind (Moussian et al., 2005). Da TLRs auch in einfa-

chen Lebensformen vorkommen, liegt es nahe an zu nehmen, dass es ein entwicklungs-

geschichtlich relativ altes System ist. 

Lange Zeit wurde angenommen, dass TLRs aufgrund ihrer speziellen Erkennung kör-

perfremder Strukturen nur auf Immunzellen vorkommen. Mittlerweile sind für viele 

andere Zellen TLR Expressionen nachgewiesen, sodass davon ausgegangen werden 

muss, dass fast jede Zelle diese angeborenen - aber auch spezifisch erkennenden Rezep-

toren – exprimiert (Fitzner et al., 2008; Dorn et al., 2006; Liu et al., 2008). 

Bis heute sind insgesamt zehn verschiedene humane Toll like Rezeptoren bekannt, die 

alle unterschiedliche Strukturen oder Moleküle erkennen. TLRs kommen sowohl als 

Monomere (TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10) wie auch als Heterodi-

mere (TLR1/2, TLR2/6, TLR4/5) vor. 

Einige TLRs sind in der Plasmamembran lokalisiert (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6, TLR10) andere befinden sich intrazellulär, vermutlich in der 

Endosomenmembran (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). 
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Die Liganden der bis heute bekannten TLRs sind vielfältig und viralen, bakteriellen, 

fungiden oder parasitären Ursprungs. Endogene Liganden der TLRs spielen, wie oben 

bereits erwähnt, als „Gefahr“-Signale und bei Autoimmunerkrankungen eine Rolle. 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die bereits identifizierten humanen 

TLRs mit einigen ihrer zugehörigen Liganden (PAMPs). 

 

TLRs Liganden (PAMPs) 

    

TLR1/TLR2 Triacyl-Lipopeptide (bakteriell) 
    

TLR2 
tGPI-Mutin, Phospholipomannan, Peptidoglycan, 
Hämagglutinin Protein, Porine, Lipoarabinomannan 

    
TLR3 lange doppelsträngige DNA, synthetisches Analogon Poly(I:C) 

    

TLR4 
Lipopolysaccharid, Glukoinositolphospholipid (Parasiten), 
Glukoronoxylomannan (Pilze), 

    

TLR5 Flagellin (Bakterien) 
    

TLR2/TLR6 bakterielle Peptidoglykane, Zymosan, tGPI-Mutin 

    
TLR7 kurze einzel- und doppelsträngige RNA, synthetische Guanosinanaloga 

    
TLR8 kurze einzel- und doppelsträngige RNA, synthetische Guanosinanaloga 

    
TLR9 unmethylierte CpG-DNA (Viren und Bakterien) 

    

TLR10 noch unbekannt 
 
Tab. 1-1: Überblick über die verschiedenen TLRs und einige ihrer Liganden.  

(Modifiziert nach Akira et al., 2006 und Fitzner et al., 2008.) 

 

TLRs besitzen einen extrazellulären und einen zytosolischen Anteil, damit sind sie so-

genannte Transmembranproteine. Extrazellulär bestehen TLRs aus Leucinreichen Ab-

schnitten (LRRs), der zytosolische Anteil besitzt eine hohe Homologie zur IL-1 

Rezeptorfamilie. Er wird als Toll/IL-1-Rezeptor Domäne (TIR-Domäne) bezeichnet. 

Diese TIR-Domäne ermöglicht die Rekrutierung von Adapterproteinen, die ebenfalls 

eine TIR-Domäne aufweisen (MyD88, TRIF, TRAM). Die Interaktion der beiden TIR-

Domänen setzt die TLR-Signalkaskade in Gang, es werden weitere Adapterproteine 

zum Proteinkomplex rekrutiert. Die genaue Signalkaskade ist bei allen TLRs unter-
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schiedlich. Allgemein kann ein MyD88-abhängiger von einem MyD88-unabhängigen 

Weg unterschieden werden (Heng et al., 2009; Li et al., 2002; Häcker et al., 2000).  

Die Bindung eines Liganden an den zugehörigen TLR löst eine Signaltransduktion über 

verschiedene Adapterproteine aus und endet schließlich in der Sekretion von Interleuki-

nen, und damit in einer Entzündungsreaktion. Letztendlich kommt es darüber auch zur 

Aktivierung des adaptiven Immunsystems, das spezifisch auf Erreger reagieren kann. 

 

1.2 TLR9 – Vorkommen und Signaltransduktion 

TLR9 gehört zu den intrazellulären Toll like Rezeptoren und liegt in nicht aktivierten 

Zellen vermutlich im endoplasmatischen Retikulum (ER) vor. Bei Kontakt von CpG-

DNA mit der Zelle kommt es zunächst zur rezeptormediierten endozytotischen Auf-

nahme von CpG-DNA in die Zelle. Die CpG-DNA befindet sich nun intrazellulär in 

Endosomen. In noch nicht abschließend geklärter Weise gelangt TLR9 in die CpG-

DNA-haltigen Zellorganellen. Hier bindet CpG-DNA in saurem Milieu direkt an TLR9 

(Latz et al., 2004; Ahmad-Nejad et al., 2002). Diese Bindung löst eine 

Signaltransduktion über das Adapterprotein MyD88 aus (Häcker et al., 2000; Fitzner et 

al., 2008). Über verschiedene Kinasen und weitere Adapterproteine kommt es letztend-

lich zur Aktivierung von speziellen Transkriptionsfaktoren, Nf B und zur Expression 

bestimmter Gene, worauf die Ausschüttung von Zytokinen, sowie eine Aktivierung des 

Immunsystems folgen (s. Abb. 1-1).  



Einleitung 

4 

 

Abb. 1-1: Signaltransduktion von TLR9 und CpG-ODNs ist MyD88 abhängig.  
Ein MyD88 unabhängiger Weg wird angenommen, ist aber für TLR9 noch nicht be-
kannt. [MyD88: Myeloider Differenzierungsfaktor 88, IRAK: IL-1-Rezeptor-assoziierte 

Kinase, TRAF 6: Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter Faktor 6, NIK: NF- B-

inducing kinase, IKK Komplex: inhibitor of nuclear factor- B kinase, JNK: c-JUN N-

terminal kinase (JNK), mitogen-activated protein kinase (MAPK: JNK1/2 and p38), 

ATF1: activating transcription factor 1, AP1: activating protein 1] Modifiziert nach 
Dennis M. Klinman et al., 2004. 
 

1.3 CpG-DNA 

Bereits 1893/1894 fand Coley heraus, dass ein bestimmter durch Hitze inaktivierbarer 

Teil von Streptococcus pyogenes eine immunologische Reaktion in Krebspatienten aus-

löste. Es dauerte fast 100 Jahre bis dieser Teil als DNA identifiziert wurde, da die Vor-

inkubation mit DNAse, aber nicht mit RNAse, den Effekt aufhebt (Tokunaga et al., 

1984). Folgende Studien zeigten einen sequenzspezifischen immunstimulatorischen 

Effekt von DNA. Krieg et al. wiesen 1995 nach, dass vor Allem DNA-Moleküle mit 

einem zentralen CpG Motiv und einer dieses umgebenden Palindromsequenz, biolo-
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gisch aktiv sind. Dieser Versuch wurde mit künstlich hergestellter DNA, sogenannten 

Oligodesoxynukleotiden (ODNs) durchgeführt. 

Die DNA setzt sich aus insgesamt 4 Basen zusammen: Adenin, Cytosin, Thymin und 

Guanin. Statistisch bedeutet diese Tatsache für das CpG-Motiv ein Vorkommen von 

1:16. Für bakterielle DNA trifft dies auch zu, bei Vertebraten ist diese Wahrscheinlich-

keit allerdings um 1/5 geringer. Ein weiterer bedeutender Unterschied besteht in der 

Methylierung des Cytosins. Bakterielles Cytosin ist zu einem geringen Anteil 

methyliert, während das Cytosin bei Vertebraten zum größten Teil methyliert ist (Razin 

and Friedman, 1981). Eine Methylierung des Cytosins führt zu einer fast vollständigen 

Zerstörung des immunstimulatorischen Effekts (Krieg et al., 1995). Somit hat bakteriel-

le DNA mit der unmethylierten CpG-DNA ein pathogenassoziiertes Muster (PAMP), 

das als „Fremd“ über einen PRR, hier den TLR9, erkannt wird. 

CpG-DNA lässt sich in 3 Klassen (1) A, (2) B, (3) C unterteilen (s. a. Tab. 1-2)  

(1) CpG-DNA Typ A ist charakterisiert durch einen Abschnitt in dem mehrere 

Guanosine über Thioatbindungen verbunden sind, dem sogenannten Phosphorothioat 

poly-G. Typ A hat außerdem ein zentrales, über Phosphodiester verbundenes CpG Mo-

tiv. CpG-DNA Typ A stimuliert in plasmacytoiden dendritischen Zellen (pDC) viel 

IFN-α Expression und bewirkt eine eher schwache B-Zellstimulation. Zu dieser Gruppe 

gehört die in dieser Arbeit untersuchte CpG-DNA D19chimäre (Hartmann und Krieg et al., 

2000).  

(2) CpG-DNA Typ B ist dadurch gekennzeichnet, dass sie keine 

Phoshodiesterbindungen, sondern nur Phosphorothioatbindungen besitzt. Typ B bewirkt 

vor allem eine starke B-Zellstimulation, die Expression von IFN-α durch Aktivierung 

von pDC´s ist vergleichsweise gering (Hartmann und Krieg et al., 2000).  

(3) CpG-DNA Typ C zeichnet sich durch ein CpG-Motiv am 5´Ende und eine 

palindromische Sequenz am 3´Ende aus. Dieser Typ aktiviert etwa zu gleichen Teilen 

die B-Zellen und die pDC´s (Hartmann et al., 2003). 

 

 Typ A Typ B Typ C 

Charakteristik PTO poly G PTO Rückrat CpG Motiv 5´Ende 
  zentrales CpG-Motiv   Palindrom 3´Ende 

B-Zellstimulation schwach stark mittel 
pDC Aktivierung stark schwach mittel 

typ. Vertreter CpG DNA D19chimäre ODN 2006 ODN 2216 
 
Tab. 1-2: CpG-DNA Typen Überblick. 
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Die oben bereits erwähnten künstlich hergestellten ODNs enthalten oft zum Schutz vor 

Abbau durch Nucleasen Phosphorothioatbindungen. Phosphorothioat modifizierte 

Oligonucleotide sind Verbindungen, bei denen ein nicht an der Brückenbildung beteilig-

tes Sauerstoffatom der Internucleotidbindung durch Schwefel ersetzt worden ist 

(Cieslak et al., 2002) (s. Abb. 1-2). In der Natur kommen nur Posphodiesterbindungen 

vor. Therapeutisch werden ausschließlich künstlich hergestellte ODNs verwendet, oft 

mit Phosphorothioatbindungen. 

 

    

Abb. 1-2: A: Phosphodiesterbindung, B: Phosphorothioatbindung. 
Ein nicht an der Bindung beteiligtes Sauerstoffatom wird durch ein Schwefelatom er-
setzt. Dadurch entsteht eine gegenüber Nucleasen stabilere Verbindung. 
 

1.4 Bedeutung von Endothelzellen 

Endothelzellen sind einschichtige Zellverbände, die alle Gefäße, sowohl Venen wie 

Arterien, des menschlichen Körpers von innen auskleiden. Sie bilden damit eine inter-

aktive Grenze zwischen dem umgebendem Gewebe und der Blutbahn und gehören bei 

blutenden Wunden und bei im Blut zirkulierenden Pathogenen zu den ersten Kontakt-

zellen. 

An der Ausbildung der Zeichen einer akuten Entzündung - Rubor, Tumor, Calor, Dolor 

und Functio laesa - sind die Endothelzellen maßgeblich beteiligt. So kommt es durch 

proinflammatorische Aktivierung von Endothelzellen mittels Zytokinen zu einer Ver-

größerung ihrer Zellzwischenräume und damit zur Exsudation von Flüssigkeit (Tumor) 

(Ahlqvist et al., 2000). Die Blutviskosität nimmt dadurch zu, der Gefäßdurchmesser 

erhöht sich, sodass es zu einer Verlangsamung des Blutstroms kommt (Rubor). Die 

A B 
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Leukozyten verweilen durch diese Veränderung länger am Ort der Entzündung. Akti-

vierte Endothelzellen verfügen über Oberflächenmoleküle, die eine Adhäsion der Leu-

kozyten ermöglichen. Diese direkt eingegangene Verbindung führt zur Migration der 

Leukozyten über die Zellzwischenräume in das befallene Gewebe (Friedl et al., 2008). 

Die ersten über diesen Mechanismus einwandernden Zellen sind Granulozyten sowie 

Monozyten. Der gleichzeitige Verschluss kleiner Kapillaren soll eine systemische Aus-

breitung der Pathogene verhindern.  

Zugleich erfüllt das Endothel auch spezifischere Aufgaben in der Immunabwehr, indem 

es an der rezeptormediierten Erkennung von Pathogenen beteiligt ist. Über Pathogen-

Erkennungs-Rezeptoren (pathogen recognition receptors, PRRs) an der luminalen Ober-

fläche, wie beispielsweise den Toll like Rezeptoren, erkennen sie direkt Teile von Bak-

terien als fremd (Fitzner et al., 2008). Diese direkte Interaktion mit Pathogenen führt zu 

der Ausschüttung verschiedenster Zytokine, was die Aktivierung und Rekrutierung von 

Entzündungszellen zur Folge hat. Damit erfüllt das Endothel nicht nur 

Barrierefunktionen sondern ist auch direkt an einer potenten Immunabwehr beteiligt. 

1.5 Bedeutung von Makrophagen 

Makrophagen gehören zu den Leukozyten und entstehen zunächst im Knochenmark aus 

myeloiden Vorläuferzellen. Von hier aus werden sie ins Blut als noch unreife Monozy-

ten abgegeben. Durch Einfluss von Zytokinen können Monozyten zu Makrophagen rei-

fen, ihre wesentliche Aufgabe besteht dann in der Erkennung, Phagozytose und Präsen-

tation eingedrungener Pathogene.  

Eine Erkennung körperfremder Organismen wird diesen Zellen ebenfalls durch PRRs, 

z.B. Toll like Rezeptoren, ermöglicht. Auch Makrophagen verfügen über alle zehn be-

kannten TLRs. Fremdkörper werden erkannt, endozytotisch aufgenommen und von 

lysosomalen Enzymen zersetzt. Die innerhalb der Makrophagen zerkleinerten Teile von 

Bakterien, Pilzen oder Viren werden über MHC II Moleküle nach außen präsentiert. So 

ist die Aktivierung des adaptiven Immunsystems in Form von B- und T-Zellen und da-

mit eine spezifischere Bekämpfung sowie die Ausbildung von Gedächtniszellen mög-

lich. Zusätzlich setzen über Pathogenbindung aktivierte Makrophagen inflammatorische 

Zytokine frei, die für die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Zellen nötig sind (Me-

dizinische Mikrobiologie, Hof, Dörries, 2005). 

Makrophagen kommen, unterschiedlich bezeichnet, in fast allen Geweben des mensch-

lichen Körpers vor. Hier erkennen sie auch körpereigene alte oder zerfallene Zellteile 

und beseitigen diese. 
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1.6 Klinische Relevanz 

TLR9 Stimulation durch CpG-ODN in Immunzellen hat einen durchweg 

immunstimulatorischen Effekt, sodass dieser Weg ein interessanter Ansatz zur Therapie 

von z. B. Allergien, Infektionen und Krebs geworden ist. (Krieg et al., 2006). So befin-

den sich Ansätze zur Therapie von beispielsweise Asthma bereits in klinischen Studien 

und zeigen positive Effekte bei der Reduktion der allergischen Symptome (Horner et 

al., 2001). In Maus Modellen zeigen sich für bestimmte Tumore gute antitumorale Ef-

fekte durch CpG-ODN und die dadurch stimulierte Immunantwort (Klinman, 2004).  

Alle Therapiemöglichkeiten befinden sich noch in klinischen Studien und somit der 

Erprobung ihrer tatsächlichen positiven Wirkung. 
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1.7 Zielsetzung der Arbeit 

Die direkte Beteiligung von Endothelzellen an der Immunantwort durch erkennen von 

Pathogenstrukturen (pathogen associated moelcular pattern, PAMPs) via TLRs ist erst 

seit wenigen Jahren bekannt. Bisher wurde der Signalkaskade, die nach Bindung der 

pathogenen Strukturen abläuft, vor allem ein immunstimulatorischer Effekt nachgewie-

sen. In letzter Zeit wurden aber immer mehr Zellen des menschlichen Körpers auf TLR 

Vorkommen untersucht und eine Bindung bestimmter PAMPs an bestimmten Zellen 

löste überraschenderweise einen antiinflammatorischen Effekt aus (Dorn et al., 2007; 

Fitzner et al., 2008). Inkubiert man Endothelzellen in vitro mit dem TLR 9 Ligand CpG-

DNA so ist eine verminderte Freisetzung von IL-8 sowie eine geringere Expression der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) im Vergleich zu unbehandelten Endothelzellen zu 

beobachten (Fitzner et al., 2008).  

Diese Arbeit beschäftigt sich zum einen damit, ob dieser immunsuppressive Effekt zell-

spezifisch nur in Nicht-Immunzellen (z. B. Hautzellen) nachweisbar ist. Hierzu wurden 

als Vergleich unter gleichen Versuchsbedingungen Makrophagen als Vertreter der Im-

munzellen und ihre Reaktion auf CpG-DNA untersucht.  

Zum anderen stellte sich die Frage nach der Sequenzspezifität. Hierfür wurden unter 

jeweils gleichen Versuchsbedingungen andere DNA Sequenzen – ohne 

Phosphorothioatbindungen bzw. ohne CpG Motiv – und deren Effekte in Endothelzellen 

und Makrophagen untersucht.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Gebrauchsmaterialien 

2.1.1.1 Geräte 

• Autoklav GLA40 (Fa. Fritz Gössner Medizin und Labortechnik, Hamburg, 

Deutschland) 

• ABI Prism HT 7900 Real Time PCR System (Fa. Applied Biosystems, Foster City 

U.S.A.)     

• Brutschränke: Heraeus® Hera Cell® (Fa. Thermo Electron LED GmbH, 

Langenselbold, Deutschland), Brutschrank IG150 (Fa. Jouan, Saint Nazaire, 

Frankreich) 

• Bunsenbrenner: Flammy L (Fa. Schütt, Göttingen, Deutschland), Fireboy ( Fa. 

Tecnomara AG, Wallisellen, Schweiz) 

• FLUOstar OPTIMA Mikroplatten-Leser (Fa. BMG Labtech, Offenburg, Deutsch-

land) 

• Heizblock Biometra TB1 Thermoblock (Fa. Thistle Scientific, Glasgow, England) 

• Magnetrührer REQ Ikamak® (Fa. Ika-Werke Staufen, Deutschland) 

• Mikroskop: Axiovert200 und Axioplan (Fa. Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) 

• Multipette Costar® (Fa. Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande 

• pH Meter digital766 (Fa. Knick, Berlin, Deutschland) 

• Ultraschall UP50H (Fa. Dr. Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Deutschland) 

• Schüttler: Lab Shaker Modell Kühner (Fa.Braun, Melsungen, Deutschland) 

IKA® VIBRAX VXR basic (Fa. Ika® -Werke Staufen, Deutschland) 

• Spannungsgeber für Elektrophoresen Power Pac Basic (Fa. Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, U.S.A.) 

• Sterilbank EF5EC, Euroflow (Fa. Clean Air Techniek B.V., Woerden, Niederlan-

de) 

• Thermocycler Gene Amp PCR-System 9700 (Fa. Applied Biosystems, Foster 

City, U.S.A.) 

•  UV-Lichtplatte Fluounk (254nm) (Fa. Bachofer, Reutlingen, Deutschland) 
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• Vortex MS1 Minishake (Fa. Ika®-Werke Staufen, Deutschland) 

• Waagen: Feinwaage AG285 (Fa. Mettler-Toledo International Inc., Greifensee, 

Schweiz), Waage Adventurer pro AV412 (Fa. OHAUS®, Pine Brook, U.S.A.) 

• Wasserbad Thermomix® RU (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland) 

• Zellkulturpumpe Laboport® (Fa. KNF Neuberger Inc., Fullerton, U.S.A.) 

• Zentrifugen: Allegra 6KR (Fa. Beckman Coulter Inc., Trenton, U.S.A.); MiniSpin 

5415D (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland)  

2.1.1.2 Glaswaren 

• Bechergläser, Glasflaschen, Messzylinder, Erlmeyer Kolben (Fa. Brand, Wert-

heim, Deutschland); Fa. Schott-Duran®, Wertheim, Deutschland) 

• Neubauer Zählkammer (Fa. Brand, Wertheim, Deutschland) 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

2.1.2.1 Chemikalien 

• 2-Mercaptoethanol (Fa. Riedel-de Häen, Hannover, Deutschland) 

• Agarose, Albumin aus Rinderserum (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutsch-

land) 

• Alamar Blue (Fa. Invitrogen BioSource™, Karlsruhe, Deutschland) 

• CpG-DNA, Oligonukleotide für die Gene HPRT, Interferon-β (Fa. Sigma-

Genosys, Steinheim, Deutschland) 

• Ethanol, Kaliumhydrogenphosphat, Kaliumchlorid, Natriumcarbonat, Natrium-

chlorid, Natriumhydrogencarbonat Natriumhydroxid, Salzsäure (Fa. Merck, Dar-

mstadt, Deutschland) 

• Ethidiumbromid, Triton X-100 (Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland 

• Größenmarker MWM XIV für Agarosegele (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, 

Deutschland) 

• Imiquimod, Poly(I:C) (Fa. Invivogen, San Diego, U.S.A.) 

• LAL Reagent Water (Fa. Cambrx BioScience, Walkersville, U.S.A.) 

• LPS (E.coli O55:B5) (Fa. Sigma, Saint Louis, U.S.A.) 

• Nonidet P-40, Schwefelsäure (Fa. Fluka, Neu-Ulm, Deutschland) 
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• Rekombinantes humanes Interleukin-1β, humaner Tumornekrosefaktor-α, huma-

nes Interferon-γ (Fa. Strathmann Biotec, Hannover, Deutschland) 

• Tris, Tris-HCL (Fa. Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

 

2.1.2.2 Plastikartikel 

• 96Well-Platten F96 MaxSorp Nunc-Immunoplates (Fa. Nunc, Roskilde, Däne-

mark) 

• 96Well-Platten PS-Microplate 96K, Gewebekulturschalen 

12Well/6Well/6cm/10cm, PP-Röhrchen 15ml/50ml, Cellstar 2ml Pipette (Fa. 

Greiner Bio-One, Essen, Deutschland) 

• Absaugpipette 5ml (Fa. BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) 

• Cell-Lifter Costar® (Fa. Corning Inc., Corning, U.S.A.) 

• Injektionsnadel 20 G x 11/2 (Fa. Terumo, Leuven, Belgien) 

• Parafilm® (American National Can™, Chicago, U.S.A.) 

• Pipetten Costar® 5ml/10ml/25ml (Fa. Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande) 

• Pipettenspitzen TipOne® 10µl/200µl/1000µl (Fa. StarLab GmbH, Ahrensberg, 

Deutschland) 

• Präzisions Dispenser Tips 1,25ml/2,5ml/5ml (Fa. Brand, Wertheim, Deutschland) 

• Reaktionsgefäße Save Lock Tubes 0,5ml/1,5ml/2ml (Fa. Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland) 

• Spritzen: Omnifix® F Luer 1ml, Injekt 10ml Luer Solo (Fa. Braun, Melsungen, 

Deutschland) 

• Sterilfilter Minisart® 0,20µm (Fa. Sartorius, Göttingen, Deutschland) 

 

2.1.3 Kits 

• DC Protein Assay (Fa. BioRad®, München, Deutschland) 

• Interleukin-8 DuoSet® ELISA Development System, H2O2/Tethramethylmenzidin 

(Fa. R&D System, Minneapolis, U.S.A.) 

• Interleukin-6 BD OptEIA (Fa. BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) 

• QuantiTect Kit, QIAshredder, RNeasy Mini Kit, Taq PCR Core Kit (Fa. Qiagen, 

Hilden, Deutschland) 
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• VenorGeM® Mycoplasma Detection Kit (Fa. Minerva Biolabs GmbH, Wuhlheide, 

Deutschland)  

• RT PCR Kit 

2.1.4 Zellkulturmedien, Zusätze 

• Amphotericin B, Gentamycin, ECGM-MV (Fa. PromoCell, Heidelberg, Deutsch-

land) 

• FCS, HQ-FCS, Penicillin/ Streptamycin, RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamine, 

1% Trypsin/0,3% EDTA, DMEM Low Glucose, Aminosäuren, Pyruvatlösung 

(Fa. PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland) 

• Glutamax™, MCDB 131 Medium (Fa. GIBCO® invitrogen cell culture, Karlsru-

he, Deutschland) 

• OPI media Supplement: 1 mM Oxalat, 0,45 mM Pyruvat, 0,2 U/ml Insulin (Fa. 

Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
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MCDB 131*       Kulturmedium HMEC-1   

  MCDB 131   

  + FCS 10% 

  + Glutamax I 1x 

  + Amphotericin B 50 ng/ml 
  + Gentamycin 50 µg/ml 

DMEM*    Abstoppen HMEC-1   

  DMEM Low Glucose   

  + FCS 10% 
  + Amphotericin B 50 ng/ml 

  + Gentamycin 50 µg/ml 

      

ECGM-MV*       Kulturmedium HDMEC   

  ECGM-MV   

  + ECGS/H 0,4% 

  + FCS 5% 

  + EGF 10 ng/ml 

  + Hydrocortison 1µg/ml 

  + Amphotericin B 50 ng/ml 

  + Gentamycin 50 µg/ml 

DMEM**     Abstoppen HDMEC   

  DMEM Low Glucose   

  + FCS 20% 

  + Penicillin/Streptomycin 60 U/ml 

      

RPMI*     Kulturmedium MM6   

  RPMI 1640   

  + HQ-FCS 10% 

  + Glutamax I 1x 

  + OPI Media Supplement 5ml 

  + Amphotericin B 50 ng/ml 
  + Gentamycin 50 µg/ml 

      

RPMI**      Kulturmedium THP-1   

  RPMI 1640   

  + HQ-FCS 10% 

  + Glutamax I 1x 

  + Aminosäuren 5 ml 
  + Pyruvat 5 ml 

  + Amphotericin B 50 ng/ml 
  + Gentamycin 50 µg/ml 

      

 
Tab. 2-1: Kulturmedien 
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2.1.5 Lösungen und Puffer 

PBS (pH 7,4)   

     

  NaCl 137 mM 
  KCl 2,7 mM 

  Na2HPO4 x 2H2O 8,1 mM 
  KH2PO4 1,5 mM 

     

     

TAE (pH 8,5)   

     

  Tris-Acetat 40 mM 

  EDTA · Na2 1 mM 

     

Hiscott Puffer (pH 7,4)   

     

  Tris 50 mM 
  NaCl 150 mM 

  NP40 1% 
  EDTA 5 mM 

  Glycerol 10% 
      

 
Tab. 2-2: Lösungen und Puffer 
 

2.2 Methoden 

2.2.1 Kultur primärer dermaler mikrovaskulärer Endothelzellen 

Die primären dermalen mikovaskulären Endothelzellen (HDMEC) wurden in 

Endothelial Cell Growth Medium MV supplementiert mit 0,4 % ECGS/H, 5 % FCS, 10 

ng/ml EGF, 1 µg/ml Hydrocortison, 50 ng/ml Amphotericin B und 50 µg/ml 

Gentamycin (ECGM MVHDMEC) bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 

Zur Subkultivierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80 – 90 % und im pro-

liferierenden Stadium mit PBS/0,02 % EDTA gewaschen und mit 1 % Trypsin/0,3 % 

EDTA versetzt. Dieser Ansatz wurde für 5 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Das 

weitere Ablösen der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur und unter lichtmikroskopischer 

Beobachtung. Abgestoppt wurde die Trypsinisierungsreaktion durch Zugabe von 

DMEMStoppA/G. 
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Nach anschließender Zentrifugation für 6 min bei 1500 rpm wurde das Pellet in fri-

schem ECGM-MVHDMEC resuspendiert und in einer Dichte von 750 Mio. Zellen pro 10 

cm Kulturschale (weitere Subkultivierung) oder in einer Dichte von 30.000 Zellen pro 

Well einer 12-Well-Platte (ELISA) ausgesät. Für die Versuche wurden die Passagen 4 - 

11 verwendet. 

2.2.2 Kultur immortalisierter mikrovaskulärer Endothelzellen 

Die in dieser Arbeit verwendeten immortalisierten mikrovaskulären Endothelzellen 

HMEC-1 stammen aus dem Center of Disease Control and Prevention (Atlanta, 

U.S.A.). Sie wurden in MCDB 131 mit den Zusätzen 10 % FCS, 5ml Glutamax™, 50 

ng/ml Amphotericin B und 50 µg/ml Gentamycin (MCDB 131HMEC-1) bei 37 °C und 5 

% CO2 kultiviert. 

Die Subkultivierung erfolgte im proliferierendem Stadium und einer Konfluenz von 80 

– 90 %. Zunächst wurden die Zellen mit PBS gewaschen, dann mit 1 % Trypsin/0,3 % 

EDTA versetzt. Dieser Ansatz wurde für 3 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die 

weitere Ablösung der Zellen fand bei RT und unter lichtmikroskopischer Beobachtung 

statt. Die Trypsinisierungsreaktion wurde durch Zugabe von DMEMStoppP/S abgestoppt. 

Die Zellen wurden bei 1500 rpm für 6 min zentrifugiert und in frischem MCDB 

131HMEC-1 resuspendiert, um dann in einer Dichte von 1 Mio. Zellen pro 10 cm Kultur-

schale (weitere Subkultivierung) oder in einer Dichte von 50.000 Zellen pro Well einer 

12-Well-Platte (ELISA) bzw. 500.000 Zellen pro Well einer 6-Well-Platte (RT-PCR) 

ausgesät zu werden. Für die Versuche wurden die Passagen 20 - 30 verwendet. 

 

2.2.3 Kultur der Makrophagenzelllinie MonoMac 6 

Die Kultivierung der Makrophagenzelllinie MonoMac 6 (MM6) erfolgte als Suspensi-

onskultur in RPMI supplementiert mit 10 % HQ FCS, 5 ml Glutamax™, 50 ng/ml 

Amphotericin B und 50 µg/ml Gentamycin und 5 ml OPI (RPMIMM6) bei 37 °C und 

5 % CO2.  

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach einwöchigem Wachstum durch mehrmali-

ges Resuspendieren abgespült und bei 1000 rpm 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde 

in frischem RPMIMM6 aufgenommen und in einer Dichte von ca. 5 Mio. Zellen pro 10 

cm Kulturschale (weitere Subkultivierung) oder in einer Dichte von 1 Mio. Zellen pro 

Well einer 12-Well-Platte (ELISA) bzw. 2 Mio. Zellen pro Well auf 6-Well-Platte (RT-

PCR) ausgesät. Für die Versuche wurden die Passagen 41 - 50 verwendet. 
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2.2.4 Kultur der Makrophagenzelllinie THP-1 

Die Makrophagenzelllinie THP-1 wurden als Suspensionskultur in RPMI 

supplementiert mit 10 % HQ FCS,  5 ml Glutamax™, 5 ml Aminosäuren, 5 ml Pyruvat, 

50 ng/ml Amphotericin B, 50 µg/ml Gentamycin (RPMITHP-1) bei 37 °C und 5 % CO2 

kultiviert.  

Die Subkultivierung und das Aussäen für die Versuche erfolgten entsprechend den 

MM6. Es wurden die Passagen 21 - 30 verwendet. 

2.2.5 Mycoplasmen - PCR 

Die Infektion mit Mycoplasmenbakterien stellt ein Problem in der Zellkultur dar. Sie 

werden unter anderem von verschiedenen TLRs erkannt und würden Ergebnisse verfäl-

schen, außerdem greifen sie in den zellulären Stoffwechsel ein. Diese Tatsache machte 

es bei den Versuchen unerlässlich in regelmäßigen Abständen die Kontamination aus-

zuschließen. In ca. 4-wöchigen Abständen wurden die Überstände der Zellkulturen mit 

dem VenorGeM® Mycoplasma Detection Kit nach Herstellerangaben untersucht. 

2.2.6 Einfrieren von Zellen 

Um die Zellen längerfristig zu lagern, wurden sowohl die Endothelzellen wie auch die 

Makrophagenzelllinien eingefroren. Die Endothelzellen wurden wie oben beschrieben 

trypsinisiert. Bei den Suspensionskulturen entfiel dieser Schritt. Nach Zentrifugation 

wurde das Zellpellet in 4 °C kaltem FCS aufgenommen und im Verhältnis 1:2 mit eben-

falls 4 °C kaltem Einfriermedium (20 % DMSO + jeweiliges Medium) gemischt. Die 

Zellen von je einer Platte wurden in einem Kryoröhrchen schonend im 5100 Cryo 1 °C 

Freezing Container auf -80 °C abgekühlt. Die anschließende Lagerung erfolgte durch-

gängig bei -80 °C. 

2.2.7 Auftauen von Zellen 

Da das DMSO im Einfriermedium zytotoxisch wirkt, wurden die Zellen zügig im 37 °C 

warmen Wasserbad angetaut und in 10 ml 4 °C kaltem entsprechendem Zellkulturmedi-

um gewaschen. Diese Zellsuspension wurde 5 min bei 1000 rpm (MM6/THP-1) bzw. 6 

min bei 1500 rpm (HMEC-1/HDMEC) zentrifugiert, danach konnte das Pellet in 10 ml 

frischem Medium gelöst werden. Anschließend wurden die Zellen auf 10 cm Kultur-

schalen (Ein Kryoröhrchen pro Schale) ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 
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2.2.8 Aktivieren der Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen 

Um die Zellen zu aktivieren, wurden die drei folgenden Zytokine mit je 1000 U/ml 

verwendet: humanes rekombinantes IL-1β, humanes rekombinantes TNF-α sowie hu-

manes rekombinantes IFN-γ. Die Zellen wurden – unabhängig vom jeweiligen Zelltyp – 

für jeweils 24 Stunden mit dem Zytokinmix inkubiert. 

2.2.9 Inkubation der Zellen mit TLR-spezifischen Liganden 

Vor der Inkubation mit verschiedenen TLR-Liganden wurden die Zellen jeweils mit 

PBS gewaschen.  

Die lyophilisierten Liganden wurden nach Herstellerangaben in LAL-Wasser oder phy-

siologischer Kochsalzlösung gelöst und für die Zielkonzentration im jeweiligen Zellkul-

turmedium verdünnt. 

2.2.9.1 Polyinosinic-polycytidylic acid (PolyI:C) 

Um 2,5 mg lyophilisiertes Poly(I:C) zu lösen, wurde es zunächst mit 1 ml physiologi-

scher Kochsalzlösung versetzt, dann auf 50 °C erhitzt, was die dimerisierten Einzel-

stränge trennt, und nach kurzem Mischen bei RT abgekühlt. Diese Lösung wurde bei –

20 °C eingefroren und maximal zweimal aufgetaut. In den Versuchen wurde eine Kon-

zentration von 50 µg/ml verwendet. 

2.2.9.2 Lipopolysaccharid (LPS) 

Zunächst wurde aus LPS (Escherichia coli O55:B5, Stammlösung 10 mg/ml, Lagerung 

bei 4 °C) eine Vorverdünnung in LAL-Wasser (1:100) hergestellt. Um die 

Mizellenbildung von LPS aufzuheben, die den Endotoxin-Anteil isoliert, wurde diese 

Vorverdünnung dreimal 10 sec mit Ultraschall behandelt und anschließend auf Eis ge-

kühlt. Die Zielkonzentration im Medium betrug 10 ng/ml. 

2.2.9.3 Imiquimod 

Imiquimod [(1-(2-methylpropyl)-1H-imidazo [4,5-C]quinolin-4-amin]] wurde in LAL-

Wasser zu einer Stammlösung von 2,08 mM gelöst, aliquotiert und  bei -20 °C eingefro-

ren. Für die Versuche wurde die Stocklösung maximal dreimal aufgetaut und auf 10 µM 

verdünnt. 
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2.2.9.4 CpG-DNA/Kontroll DNA 

Die lyophylisierte DNA wurde zunächst in LAL Wasser zu einer Konzentration von 

1000 µM gelöst und bei -20°C eingefroren. Diese Stocklösung wurde ebenfalls maximal 

dreimal aufgetaut und für die Versuche auf Zielkonzentrationen zwischen 1 und 10 µM 

verdünnt. 

Folgende DNA Sequenzen wurden verwendet: 

 

DNA Sequenz 

    

CpG-DNA D19chimäre 5´- ggTGCATCGATGCAgggggG-3´ 
CpG-DNA D19PDE 5´- GGTGCATCGATGCAGGGGGG-3´ 

Kontrolle PTO 5´- actactacatagactac -3` 

Kontrolle PDE 5´- ACTACTACATAGACTAC -3´ 
 
Tab. 2-3: DNA Sequenzen 
 

In den Sequenzen zeigen die Großbuchstabe Phosphodiester Bindungen, die Kleinbuch-

staben Phosphorothioat Bindungen an. (Hartmann und Krieg et al., 2000, Hartmann et 

al., 2003) 

Die Inkubation erfolgte für 6, 24 oder 48 Stunden je nach Zelltyp und Readout bei 37 

°C und 5 % CO2. 

Für 6 Stunden wurden HMEC-1 zum IL-8 Nachweis inkubiert (Fitzner et al., 2008). IL-

6 wurde nach 48 Stunden Inkubation nachgewiesen. Dieser Zeitraum beruht auf eigenen 

Zeitreihenversuchen, die hier den besten Effekt zeigten. Für die übrigen Zellen und 

Readouts wurde die Inkubation für 24 Stunden durchgeführt, was ebenfalls mit eigenen 

Zeitreihenversuchen überprüft wurde. 

2.2.10 Vitalitätsassay 

Um die relative Zellzahl 48 Stunden nach Inkubation mit CpG-DNA D19chimäre zu be-

stimmen, wurde der Vitalitätsassay durchgeführt. Die Zellen wurden dabei mit einer 

Mischung aus Alamar Blue und Medium im Verhältnis 1:20 für 2 ½ Stunden bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. In dieser Zeit wurde der Farbstoff von den Zellen in einen Fluo-

reszenzmarker umgesetzt. Danach wurden 50 µl Überstand auf eine schwarze ELISA 

Platte pipettiert und die Fluoreszenz bei 590 nm im Mikroplatten-Lesegerät bestimmt. 

Die gemessene Fluoreszenz weist eine lineare Korrelation mit der Zellzahl auf. Die Zel-

len konnten nach der Behandlung und zweimaligem Waschen mit PBS normal weiter-

kultiviert werden. 
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2.2.11 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

2.2.11.1 IL-8 Sandwich ELISA 

IL-8 wurde in den Zellkulturüberständen mit dem DuoSet® ELISA Developement Sys-

tem (Fa. R&D System) nachgewiesen. Der ELISA erfolgte in Maxisorb Immunoplatten 

nach Herstellerangaben. Die H2O2/Tetrmethylbenzidin-Substratlösung wurde allerdings 

schon nach 5 min mit 1 M Schwefelsäure abgestoppt. Die optische Farbdichte wurde im 

Mikroplatten-Lesegerät bei 450 nm gemessen. Die Gegenmessung der Platte erfolgte 

bei 540 nm, dieser Wert wurde anschließend von der Messung der optischen Farbdichte 

abgezogen. 

Als Proben wurden die Zellkulturüberstände von folgenden Zelltypen und ihren Ver-

dünnungen eingesetzt: 

 

Zelltypen Verdünnungen 

  ruhend aktiviert 

      
HMEC-1 unverdünnt 1:5 

MM6 unverdünnt 1:5 

THP-1 unverdünnt 1:2 
 
Tab. 2-4: Verdünnungen IL-8 ELISA 
 
Bei der Ergebnisberechnung wurden, sofern Verdünnungen benötigt wurden diese wie-

der herausgerechnet. 

2.2.11.2 IL-6 Sandwich ELISA 

Der IL-6 ELISA wurde mit dem Kit von BD OptEIA (Fa. BD Biosciences) ebenfalls in 

Maxisorb Immunoplatten durchgeführt. Im Prinzip wurde nach Herstellerangaben ver-

fahren, allerdings mit jeweils der Hälfte der angegebenen Volumina. Die Substratreak-

tion wurde nach 15 min abgestoppt. Die optische Farbdichte wurde ebenfalls im Mikro-

platten-Lesegerät bei 450 nm bestimmt. 

Als Proben wurden die Zellkulturüberstände von folgenden Zelltypen und ihren Ver-

dünnungen eingesetzt: 
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Zelltypen Verdünnungen 

  ruhend aktiviert 

      

HMEC-1  nicht messbar 1:5 

HDMEC keine 1:100 
 
Tab. 2-5: Verdünnungen IL-6 ELISA 
 
Bei der Ergebnisberechnung wurden, sofern Verdünnungen benötigt wurden, diese wie-

der herausgerechnet. 

2.2.12 Proteinbestimmung 

Die Proteinbestimmungen erfolgten mit dem DC Protein Assay (Fa. BioRad®). Dieses 

Kit ist ein modifizierter Lowry Assay, erlaubt die Anwesenheit von Detergenzien und 

ist im Vergleich zu anderen Proteinbestimmungen zeitoptimiert. Die photometrische 

Messung erfolgte im Mikroplatten-Lesegerät bei 650 nm. 

Um die in den ELISAs gemessenen Interleukin-Konzentrationen in den Zellkulturüber-

ständen auf Protein normieren zu können, wurden die Zellen zuerst mit PBS gewaschen, 

um FCS Reste aus dem Medium zu entfernen und dann mit Lysepuffer lysiert. Für 

HMEC-1 und HDMEC wurden 50 µl Lysepuffer pro Well, für MM6 und THP-1 100 µl 

pro Well einer 12-Well-Platte verwendet. Bis zur Proteinbestimmung  wurden die 

Lysate bei -80 °C gelagert. 

2.2.13 Isolierung und Quantifizierung von RNA 

Zur Isolierung der RNA aus den Zellen wurde das RNeasy Mini Kit nach Herstelleran-

gaben verwendet. Zur Zelllyse wurden 400 µl Lysepuffer (RLT + Mercapto Ethanol im 

Verhältnis 1:100) pro Well einer 6-Well-Platte verwendet. 

Die Quantifizierung der Nukleotide erfolgte im Photometer, indem die Absorption der 

Proben bestimmt wurde. Eine Absorption von 1 OD bei 260 nm entspricht dabei 40 

µg/ml RNA. Der Quotient aus Nukleinabsorption bei 260 nm und Proteinabsorption bei 

280 nm stellt dabei die Verunreinigung der Probe mit Protein dar und sollte zwischen 

1,7 und 2,1 liegen. 

2.2.14 Reverse Transkription  

Für die cDNA-Synthese wurde das QuantiTect Kit von Qiagen verwendet. 

Mit Ausnahme der Zwischeninkubation von 5 min bei 42 °C finden alle Schritte auf Eis 

statt. 
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Material Konzentrationen Zwischeninkubation 

RNA 1 µg    
gDNA Wieout Buffer 2µl      5 min bei 42°C 

H2O ad 14µl     

danach je Probe:       
Reverse Transkripta-
se 1µl    

RT Buffer 5µl    

RT Primer Mix 1µl    
 
Tab. 2-6: Reverse Transkription 
 
Die Proben wurden anschließend im Thermocycler GeneAmp PCR-System 9700 30 

min auf 42 °C erhitzt, danach 5 min auf 95 °C gehalten und dann auf 4 °C abgekühlt. 

Entweder wurden sie direkt in der PCR verwendet oder bei -20 °C eingefroren.  

2.2.15 Konventionelle PCR 

Die PCR wurde mit dem Taq PCR Core Kit nach Herstellerangaben durchgeführt.  

Amplifiziert wurde im Thermocycler GeneAmp PCR-System 9700: 

 

Material Konzentrationen 

    

cDNA 0,005 µg 
10x PCR Puffer 1x 

dNTPs [10 mM pro dNTP] 0,2 mM 
Primer sense [20pM] 0,4 pM 

Primer antisense [20pM] 0,4 pM 
Taq Polymerase [5 U/µl] 0,025 U 

H2O ad 50 µl 
 
Tab. 2-7: Konventionelle PCR 
 
Die PCR diente zum Nachweis, dass TLR9 bzw. IFN-β von den verwendeten Zellen 

überhaupt exprimiert wird. Die Zykluszahlen sind relativ hoch gewählt, um das Gen 

sicher nachzuweisen. HPRT diente als „Housekeeping-Gen“. Die 

Oligonukleotidsequenzen, die optimalen PCR Bedingungen sowie die entsprechenden 

Fragmentgrößen für die jeweiligen Gene wurden wie folgt gewählt: 
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TLR9 

  Sense Primer 5´-GACCTCGAGTGTGAAGCATC-3´ 
  Antisense Primer 5´-AGTTCCACTTGAGGTTGAGATG-3´ 

  PCR Bedingungen 94 °C/30 sec., 55 °C/30 sec., 72 °C/30 sec., 40 Zyklen 
  Fragmentgröße 350 Basenpaare 

   

IFN-beta 

  Sense Primer 5´-GAACTTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGC-3´ 
  Antisense Primer 5´-GTTCCTTAGGATTTCCACTCTGACTATGGTCC-3´ 

  PCR Bedingungen 94 °C/20 sec., 60 °C/30 sec., 72 °C/30 sec., 40 Zyklen 
  Fragmentgröße 350 Basenpaare 

   

HPRT 

  Sense Primer 5´-GCAGTCCCAGCGTCGTGAT-3´ 
  Antisense Primer 5´-CTTAGGCTTTGTATTTGGCTTTTC-3´ 
  PCR Bedingungen 94 °C/30 sec., 55 °C/30 sec., 72 °C/30 sec., 25 Zyklen 
  Fragmentgröße 350 Basenpaare 

 
Tab. 2-8: Primer für konventionelle PCR 

2.2.16 Real Time PCR 

Die Real Time PCR erfolgte mit dem Power Sybr PCR Master Mix im Abi Prism 

7900HT Sequence Detection System. Detektiert wurde humanes IFN-β sowie das 

„Housekeeping“-Gen 18S.  

Das folgende Pipettierschema wurde für alle Versuche verwendet, die Messung der 

Proben erfolgte als Tripletts. 

 

Material Endkonzentration   

  IFN-beta 18s 

cDNA 100ng 1ng 

Sybr Green Master Mix [2x] 1x 1x 
Primer sense [10 µM] 300 nM 100 nM 

Primer antisense [10 µM] 300 nM 100 nM 
 
Tab. 2-9: Real Time PCR 
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Folgende Primer wurden verwendet: 
 

IFN-beta 

  Sense Primer 5´-GAGCTACAACTTGCTTGGATTCC-3´ 

  Antisense Primer 5´-CAAGCCTCCCATTCAATTGC-3´ 
  PCR Bedingungen 1x 95°C/15 min und 40x 95°C/15 sec., 60°C/30 sec, 72°C/30 sec 

  Zyklen 40 
  Fragmentgröße 83 Basenpaare 

   

18S 

  Sense Primer 5´-CATGGTGACCACGGGTGAC-3´ 
  Antisense Primer 5´-TTCCTTGGATGTGGTAGCCG-3´ 

  PCR Bedingungen 1x 95°C/15 Min. und 40x 95°C/15 Sek., 60°C/30 Sek., 72°C/30 Sek. 
  Zyklen 40 

  Fragmentgröße 79 Basenpaare 
 
Tab. 2-10: Primer für Real Time PCR 
 
Die eingesetzte Oligonukleotidsequenz für den IFN-β Nachweis  aus Reimer et al., 2007 

und auch die Primer für 18S wurden bei NCBI Blast sowie anhand der Dissoziations-

kurven überprüft. 

 

Zur Berechnung der relativen IFN-β  Menge wurde folgendermaßen vorgegangen: Die 

ermittelten CT Werte für die unterschiedlichen CpG-DNA D19chimäre Konzentrationen 

wurden jeweils von den CT Werten der nicht mit DNA behandelten Kontrollen abgezo-

gen. Anschließend wurde  der Quotient 2IFN-β CT Differenz/1,8918s CT Wert gebildet. Die Werte 

ohne CpG-DNA Behandlung wurden jeweils bei den ruhenden und voraktivierten Zel-

len auf 1 normiert, davon ausgehend wurde die prozentuale Expression der mRNA für 

das Zielgen IFN-β bei den verschiedenen Konzentrationen berechnet. 

 

2.2.17 Statistische Methoden 

Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichungen angegeben. Alle 

Experimente wurden mindestens zweimal unabhängig voneinander durchgeführt (n=2), 

einige Ergebnisse beruhen auf 3 (n=3) oder auf 6 (n=6) voneinander unabhängigen Ex-

perimenten. 

Für die statistische Auswertung wurde der zweiseitige Student’s t-Test für unabhängige 

Proben angewendet. Ein p < 0,05 gilt als signifikant, d. h. ein Fehler bei der Entschei-
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dung ein Ergebnis für "wahr" einzustufen, tritt mit einer Wahrscheinlichkeit von weni-

ger als 5 % ein. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Endothelzellen und CpG-DNA D19chimäre 

Eine Entzündungsreaktion hat den Sinn körperfremde Organismen zu bekämpfen und 

unschädlich zu machen. In diesem Zusammenhang erscheint es sinnvoll, dass auf Be-

standteile von Bakterien, wie z.B. CpG-DNA, Entzündungsmediatoren freigesetzt wer-

den, welche eine Aktivierung des Immunsystems auslösen. Diese immunstimulatorische 

Reaktion auf CpG-DNA ist bei vielen Immunzellen bereits gut nachgewiesen.  

Inkubiert man allerdings Endothelzellen in vitro mit CpG-DNA D19chimäre, so entsteht 

ein genau gegenteiliger Effekt, nämlich eine verminderte Freisetzung des Zytokins IL-8 

im Vergleich zu unbehandelten Endothelzellen (Fitzner et al., 2008).  

 

3.1.1 CpG-DNA senkt die IL-8 Sekretion in HMEC-1 

Zunächst wurde in drei voneinander unabhängigen Versuchen nachgewiesen, dass CpG-

DNA D19chimäre in steigender Konzentration die IL-8 Sekretion in der Endothelzellreihe 

HMEC-1 signifikant senkt.  

 

Es wurden ruhende und mit proinflammatorischen Zytokinen (IL-1β, TNF-α, IFN-γ, 

jeweils 1000 U/ml) für 24 Stunden voraktivierte Zellen mit steigenden CpG-DNA 

D19chimäre Konzentrationen (1, 5 und 10 µM) behandelt. Die Inkubation mit dem TLR9 

Liganden erfolgte im Falle des IL-8 ELISAs für 6 Stunden (Fitzner et al., 2008), danach 

wurden die Überstände abgenommen und die Zellen lysiert, um später die Proteinkon-

zentration bestimmen zu können. Die Kulturüberstände wurden im IL-8 ELISA einge-

setzt und so die quantitative IL-8 Sekretion der Zellen ermittelt. Die Endergebnisse sind 

jeweils Quotienten aus der tatsächlichen Proteinkonzentration der Kultur und dem quan-

titativ ermittelten IL-8 Wert im Überstand. 

 

Ruhende HMEC-1 sezernieren ein Level von 15,7 ± 4,9 ng IL-8/mg Zellprotein. Nach 

Zugabe von CpG-DNA D19chimäre sinkt die IL-8 Sekretion signifikant ab einer Konzent-

ration von 5 µM CpG-DNA. Bei den maximal eingesetzten 10 µM sinkt die Konzentra-

tion auf 3,4 ± 0,6 ng IL-8/mg Zellprotein, was im Vergleich zu den unbehandelten Zel-

len einer Erniedrigung um den Faktor 5 entspricht (s. Abb. 3-1). 
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Die mit proinflammatorischen Zytokinen voraktivierten Zellen wurden untersucht, um 

zu zeigen, wie sich CpG-DNA D19chimäre auf bereits in einer Entzündung befindliche 

Endothelzellen auswirkt. 

Aktivierte HMEC-1 ohne CpG Inkubation sezernieren in den 6 Stunden Inkubationszeit 

ein Level von 187,6 ± 23,7 ng IL-8/mg Zellprotein, was einem fast zwölfmal so hohen 

Spiegel gegenüber den ruhenden Zellen entspricht. Eine signifikante Absenkung der IL-

8 Sekretion auf 68,1 ± 19,7 ng Il-8/mg Zellprotein ist auch hier bereits bei einer Kon-

zentration von 5 µM CpG-DNA D19chimäre erreicht. Diese Senkung entspricht einem 

Faktor 2,8 (s. Abb. 3-1). 
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Abb. 3-1: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten HMEC-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre. 
Mit dem Zytokintriplett (IL-1β, TNF-α, IFN-γ, jeweils 1000U/ml) vorbehandelte und 
nicht vorbehandelte Zellen wurden für 6 Stunden mit 1, 5 bzw. 10 µM CpG-DNA 
D19chimäre inkubiert. Anschließend wurden die IL-8 Mengen in den Zellkulturüberstän-
den mittels ELISA quantifiziert. Sowohl bei ruhenden wie bei aktivierten Zellen sinkt 
die IL-8 Menge mit steigender CpG-DNA D19chimäre Konzentration bereits ab 5 µM 
signifikant. (n=3) 

3.1.2 CpG-DNA senkt die IL-6 Sekretion in HMEC-1 

Um diese immunsuppressive Wirkung von CpG-DNA D19chimäre auf Endothelzellen mit 

einem zweiten Zytokin zu bestätigen, wurde der oben beschriebene Versuchsansatz 

wiederholt und der Nachweis von IL-6 im Zellkulturüberstand untersucht. Die Inkubati-

onszeit betrug 48 Stunden, da sich in Zeitreihenuntersuchungen hier die größten quanti-

tativen IL-6 Unterschiede im Sandwich ELISA ergaben.  

Bei ruhenden HMEC-1 war es unter diesen Versuchsbedingungen nicht möglich eine 

IL-6 Menge oberhalb der Nachweisgrenze in den Zellkulturüberständen zu messen.  
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Mit dem Zytokintriplett voraktivierte HMEC-1 zeigen eine Sekretion von 32,8 ± 10,1 

ng IL-6/mg Zellprotein. 

Nach Inkubation mit CpG-DNA D19chimäre zeigt sich auch hier bereits ab 1 µM eine 

signifikante Senkung der IL-6 Sekretion um einen Faktor 2 (s. Abb. 3-2). 
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Abb. 3-2: IL-6 Sekretion von aktivierten HMEC-1 nach CpG-DNA D19chimäre.  
Um die IL-6 Mengen in den Zellkulturüberständen zu messen wurden voraktivierte 
HMEC-1 48 Stunden mit steigenden CpG-DNA D19chimäre Konzentrationen behandelt. 
Bereits ab 1 µM CpG-DNA D19chimäre sinkt die sezernierte IL-6 Menge signifikant um 
ca. 30 %. (n=6) 
 

3.1.3 Wachstumssteigerung von HMEC-1 nach CpG-DNA D19chimäre 

Ein Grund für die geringere Zytokin Sekretion der HMEC-1 nach CpG Zugabe könnte 

theoretisch in einer verringerten Zellvitalität liegen. Um diesen Zusammenhang auszu-

schließen, wurde ein Vitalitätsassay mit Alamar Blue Färbung durchgeführt. 

 

Ruhende HMEC-1 wachsen nach einer Inkubation mit 1 µM CpG-DNA D19chimäre für 

48 Stunden gegenüber den unbehandelten Zellen um den Faktor 1,3, was bereits eine 

signifikante Steigerung bedeutet. Bei einer Behandlung mit 10 µM steigt das Zellwachs-

tum gegenüber den unbehandelten Zellen sogar auf einen Faktor von 1,4 (s. Abb. 3-3). 

 

Auch voraktivierte Zellen zeigen ein verstärktes Wachstum unter steigenden CpG-DNA 

D19chimäre Konzentrationen, wenn auch insgesamt etwas schwächer. Bei einer Behand-

lung mit 10 µM CpG-DNA D19chimäre steigt das Wachstum um den Faktor 1,2 gegen-

über den aktivierten Zellen ohne CpG-DNA D19chimäre Behandlung (s. Abb. 3-3). 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass unter steigenden CpG-DNA D19chimäre Konzentrationen 

keine Zellen absterben, sondern, dass gegenteilig sogar das Wachstum gesteigert wird.  
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Abb. 3-3: Relatives Wachstum von ruhenden und aktivierten HMEC-1 in 48 Stun-
den unter steigenden CpG-DNA D19chimäre Konzentrationen.  
Ruhende und voraktivierte Zellen wurden jeweils für 48 Stunden mit 0, 1, 5 und 10 µM 
CpG-DNA D19chimäre inkubiert. Anschließend erfolgte für 2½ Stunden eine Inkubation 
mit Alamar Blue, in den Überständen wurde dann die Fluoreszenz gemessen, die linear 
mit der Zelldichte korreliert (n=3). 
 

3.1.4 CpG-DNA D19chimäre senkt die IL-6 Sekretion in HDMEC 

Um zu zeigen, dass dieser immunsuppressive Effekt nicht nur ein Artefakt einer 

immortalisierten Endothelzelllinie ist, wurde der oben bereits beschriebene Versuchs-

aufbau mit den primären Endothelzellen HDMEC wiederholt. Die CpG-DNA D19chimäre  

Inkubation betrug wieder 48 Stunden. Die quantitative IL-6 Freisetzung wurde mit dem 

gleichen ELISA gemessen. 

 

Ruhende HDMEC sezernieren basale IL-6 Mengen von 6,0 ± 1,1 ng IL-6/mg Zellprote-

in, IL-6 ist hier also bereits bei nicht aktivierten Zellen gut nachweisbar. Nach Zugabe 

von CpG-DNA D19chimäre sinkt die IL-6 Sekretion ab 5 µM signifikant auf 1,9 ± 0,5 ng 

IL-6/mg Zellprotein (Faktor 3,1) (s. Abb. 3-4).  

 

Voraktivierte HDMEC setzen Mengen von 585,4 ± 32,3 ng IL-6/mg Zellprotein frei, 

was eine knapp 18-mal so hohe Sekretion im Vergleich zu den aktivierten Zellen der 

Endothelzelllinie bedeutet. Auch hier ist mit steigender CpG-DNA D19chimäre Sekretion 

bereits ab 1 µM eine signifikante Sekretionssenkung nachweisbar, die bei 10 µM auf 
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einen Spiegel von 304,4 ± 5,7 ng Il-6/mg Zellprotein sinkt. 10 µM CpG-DNA D19chimäre 

sind also in der Lage in HDMEC eine Reduktion der IL-6 Ausschüttung von 50 % zu 

bewirken (s. Abb. 3-4). 
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Abb. 3-4: IL-6 Sekretion in von ruhenden und aktivierten HDMEC nach CpG-
DNA D19chimäre

. 
Es wurden nicht voraktivierte und voraktivierte Zellen mit steigenden CpG-DNA 
D19chimäre Konzentrationen behandelt und die Zellkulturüberstände nach 48 Stunden im 
IL-6 ELISA eingesetzt. Auch hier kann eine deutliche Senkung der IL-6 Sekretion beo-
bachtet werden. Bei eine Inkubation mit 10 µM um ca. 50 %. (n=3) 
 

3.1.5 CpG-DNA senkt die IFN- β Expression in HMEC-1 

Aus der Gruppe der Zytokine wurde also bislang sowohl für das Chemokin IL-8 als 

auch für IL-6 nachgewiesen, dass auf den Reiz CpG-DNA D19chimäre eine Sekretions-

senkung folgt. Zusätzlich wurde von den als antiviral und antitumoral beschriebenen 

Interferonen IFN-β untersucht.  

Vorbereitend war es zunächst nötig mit konventioneller PCR zu überprüfen ob HMEC-

1 und MM6 überhaupt IFN-β mRNA produzieren. Diese Versuche haben gezeigt, dass 

bei beiden Zelltypen im ruhenden sowie im aktivierten Zustand IFN-β mRNA entsteht. 

Nachdem die Etablierung eines IFN-β ELISA aufgrund zu niedriger Konzentrationen 

im Zellkulturüberstand nicht möglich war, wurde IFN-β mRNA quantitativ mittels Real 

Time PCR nachgewiesen.  

 

Für diese Versuche wurden wieder ruhende und mit dem Zytokintriplett voraktivierte 

Zellen verglichen. Die CpG-DNA D19chimäre Inkubation erfolgte anschließend für 24 
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Stunden. Danach wurde die mRNA isoliert und für das "Housekeeping" Gen 18S und 

IFN-β eine Realtime-PCR durchgeführt.  

 

Die Ergebnisse zeigen, dass insgesamt relativ wenig IFN-β exprimiert wird, da für alle 

CpG-DNA Konzentrationen 100 ng cDNA benötigt wurden, um mittlere CT- Werte von 

25 zu erreichen.  

Bei den ruhenden Zellen mit 1µM CpG-DNA ist ein relativ deutliches Absinken der 

IFN-β Expression um durchschnittlich 40 % nachweisbar, auch wenn diese - aufgrund 

der sehr unterschiedlichen Ergebnisse der voneinander unabhängigen Versuche - nicht 

signifikant ist. Bei den höheren Konzentrationen nähert sich die IFN-β mRNA Menge 

im Durchschnitt wieder dem Ausgangswert an. 

Die voraktivierten HMEC-1 hingegen zeigen ein eindeutigeres Bild. Nach einem mini-

malen Anstieg um 10 % bei 1 µM sinkt die IFN-β Expression nach 5 und 10 µM CpG-

DNA um 40 % ab. 

Zumindest die voraktivierten HMEC-1 zeigen also unter steigenden CpG-DNA Kon-

zentrationen einen signifikanten Abfall der IFN-β Expression (s. Abb. 3-5). 
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Abb. 3-5: IFN-β Expression von ruhenden und aktivierten HMEC-1 nach CpG-
DNA D19chimäre.  
Ruhende und aktivierte HMEC-1 wurden für 24 Stunden mit steigenden CpG-DNA 
D19chimäre Konzentrationen behandelt. Nach Aufarbeitung der Proben wurde eine quan-
titative Realtime-PCR zur Ermittlung der IFN-β Expression durchgeführt. Das Ergebnis 
zeigt hier eine relative sinkende Tendenz, bei den voraktivierten Zellen wird diese bei 
10 µM DNA signifikant (n=3). 
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Unter hier gegebenen Versuchsbedingungen ist also in allen durchgeführten Versuchen 

mit CpG-DNA D19chimäre und Endothelzellen ein immunsuppressiver Effekt meistens 

hoch signifikant. 
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Aktivierte Endothelzellen
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Abb. 3-6: Überblick Endothelzellen 
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3.2 Makrophagen und CpG-DNA D19chimäre 

 
Um weiterhin zu zeigen, ob dieser immunsuppressive Effekt zellspezifisch ist, wurden 

unter identischen Versuchsbedingungen die zwei humanen Makrophagenzelllinien, 

MM6 und THP-1 und ihre Reaktion auf CpG-DNA D19chimäre untersucht. 

Für Makrophagen ist der immunstimulatorische Effekt nach CpG-DNA gut beschrieben 

(Sester et al., 2006). Ziel war es, dies auch für die in dieser Arbeit verwendete CpG-

DNA D19chimäre nachzuweisen. 

 

3.2.1 CpG-DNA D19chimäre steigert die IL-8 Sekretion in MM6 

Es wurden wieder ruhende mit voraktivierten (IL-1β, TNF-α, IFN-γ, jeweils 1000 U/ml 

für 24h) Zellen verglichen. Die folgende Inkubationszeit mit CpG-DNA D19chimäre be-

trug in diesem Fall, wieder auf eigenen Zeitreihen begründet, 24 Stunden.  

Nicht vorbehandelte MM6 sezernieren eine durchschnittliche Basismenge von 1,6 ± 0,7 

ng IL-8/mg Protein. Eine signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion wird mit 10 µM 

CpG-DNA D19chimäre erreicht und liegt etwa bei dem Faktor 1,5 (s. Abb. 3-7). 

 

Voraktivierte Zellen setzen durchschnittlich 16,3 ± 5,5 ng IL-8/mg Protein frei. Auch 

hier ist eine signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion bei 10 µM nachweisbar, diesmal 

um den Faktor 2 (s. Abb. 3-7). 
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Abb. 3-7: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten MM6 nach CpG-DNA 
D19chimäre.  
Die Zellen wurden wieder ruhend und aktiviert für 24 Stunden mit CpG-DNA D19chimäre 
behandelt und anschließend quantitativ im ELISA ausgewertet. Die relative IL-8 Sekre-
tion ist unabhängig von einer Voraktivierung, sie steigt in beiden Fällen ab 10 µM sig-
nifikant (n=6). 
 

3.2.2 CpG-DNA D19chimäre steigert die IL-8 Sekretion in THP-1 

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde mit den THP-1 eine weitere humane 

Makrophagenzelllinie auf die IL-8 Sekretion nach CpG-DNA D19chimäre untersucht. Die 

Versuchsbedingungen gleichen denen der MM6 mit dem Unterschied, dass lediglich 

eine CpG-DNA D19chimäre Konzentration von 10 µM eingesetzt wurde. 

 

Die basale IL-8 Sekretion der THP-1 beträgt im Vergleich zu MM6 einen sehr viel ge-

ringeren Wert von 0,006 ± 0,001 ng IL-8/mg Protein. Bei Inkubation mit 10µM CpG-

DNA D19chimäre für 24 Stunden steigerte sich die IL-8 Sekretion signifikant auf 0,7 ± 

0,07 ng IL-8/mg Protein, was einen Faktor >100 bedeutet. CpG-DNA D19chimäre hat hier 

also einen vergleichsweise hohen Effekt auf eine gesteigerte IL-8 Sekretion (s. Abb. 3-

8). 

 

Voraktivierte THP-1 sezernieren ohne CpG-DNA D19chimäre Inkubation 3,4 ± 0,6 ng IL-

8/mg Protein. Bei Zugabe von CpG-DNA D19chimäre steigert sich dieser Wert signifikant 

auf 8,3 ± 0,8 ng IL-8/mg Protein, also ca. um einen Faktor 2,5. Dieser Effekt ist nicht 

vergleichbar mit dem Faktor >100 der bei ruhenden Zellen erreicht wird, ist aber den-

noch signifikant (s. Abb. 3-8).  
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Abb. 3-8:IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten THP-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre.  
Ruhende und Aktivierte THP-1 wurden mit 10 µM für 24 Stunden inkubiert. Nach 
quantitativer ELISA Auswertung zeigt sich bei den Ruhenden eine Steigerung um einen 
Faktor >100. Auch die Aktivierten zeigen mit einem Faktor von ca. 2,5 noch eine signi-
fikante Steigerung (n=2). 
 
 

3.2.3 CpG-DNA D19chimäre steigert die IFN-β Expression in MM6 

Um auch bei Makrophagen die Auswirkung auf die Interferonsynthese durch einen 

CpG-DNA D19chimäre Stimulus zu überprüfen, wurde hier ebenfalls eine Realtime PCR 

zum Nachweis von IFN-β durchgeführt. 

 

Die Inkubation mit CpG-DNA D19chimäre betrug wieder 24 Stunden in steigender Kon-

zentration von 1 über 5 bis 10 µM. Die Versuchsbedingungen gleichen denen für 

HMEC-1 beschriebenen.  

Auch hier wurde bei allen Proben eine cDNA Menge von 100 ng eingesetzt. 

 

Die ruhenden MM6 lassen mit steigender CpG-DNA D19chimäre Konzentration eine 

deutliche, allerdings nicht signifikant steigende Tendenz erkennen (s. Abb. 3-9).  

 

Bei den voraktivierten Zellen zeigt sich sogar eine durchschnittliche Steigerung um den 

Faktor 2,5. Die Ergebnisse sind, aufgrund der hohen Standardabweichung allerdings 

nicht signifikant (s. Abb. 3-9).  
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Es ist also auch für MM6 zumindest eine immunstimulatorische Tendenz auf den Reiz 

CpG-DNA D19chimäre anzunehmen. 
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Abb. 3-9:IFN-β Expression von ruhenden und aktivierten MM6 nach CpG-DNA 
D19chimäre.  
Ruhende und aktivierte HMEC-1 wurden für 24 Stunden mit steigenden CpG-DNA 
D19 Konzentrationen behandelt. Nach Aufarbeitung der Proben wurde eine zweistufige 
quantitative Realtime PCR zur Ermittlung der IFN-β Expression durchgeführt. Das Er-
gebnis zeigt hier eine relative steigende Tendenz, aufgrund von großen Unterschieden 
zwischen den einzelnen Versuchen wird diese allerdings auch bei 10 µM nicht signifi-
kant (n=3). 
 

Alle mit CpG-DNA D19chimäre und Makrophagen durchgeführten Versuche zeigen zu-

mindest eine immunstimulatorische Tendenz. Es wurde also nachgewiesen, dass CpG-

DNA D19chimäre auf Makrophagen - im Gegensatz zu Endothelzellen - eine 

immunstimulatorische Wirkung hat. 
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Abb. 3-10: Überblick Makrophagen 
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3.3 Kontrollen und ihre Wirkung auf die IL-8 Sekretion 

 
Weiterhin wurde nun untersucht, ob die nachgewiesenen Effekte auch tatsächlich auf 

dem CpG Motiv oder aber auf anderen Eigenschaften der untersuchten DNA beruhen. 

Hierfür wurden 3 Kontrollen verwendet, zunächst wurden in der CpG-DNA D19chimäre 

die Phosphorothioatbindungen durch Phosphodiesterbindungen ersetzt (CpG-DNA D19 
PDE). Außerdem wurde eine Kontroll DNA eingesetzt, die nachgewiesenermaßen eine 

nicht stimulatorische Wirkung zeigt (Hemmrich et al., 2003), sie enthält kein CpG Mo-

tiv und wurde zum einen mit Phosphodiesterbindungen (Kontroll DNAPDE) und zum 

anderen mit Phosphorothioatbindungen (Kontroll DNAPTO) eingesetzt. Die Wirkung 

dieser Kontrollen in steigenden Konzentrationen auf HMEC-1 und Makrophagen wird 

im Folgenden dargestellt. 

 

3.3.1 CpG-DNA D19PDE 

 

3.3.1.1 HMEC-1 

Die Versuchsbedingungen gleichen den oben beschriebenen, es wurden vergleichend 

ruhende und voraktivierte Zellen untersucht. 

Nach einer Inkubation der ruhenden Zellen mit CpG-DNA D19PDE für sechs Stunden in 

steigenden Konzentrationen zeigt sich eine leicht sinkende Tendenz der IL-8 Sekretion 

ohne Signifikanz (von 15,7 ± 4,9 auf 10,2 ± 2,3 ng IL-8/mg Protein) (s. Abb. 3-11).  

 

Derselbe Effekt ist bei den voraktivierten Zellen zu beobachten (von 187,6 ± 23,7 auf 

164,9 ± 25,9 ng IL-8/mg Protein). Der hier beobachtete Faktor 1,1 ist allerdings nicht 

vergleichbar mit dem Faktor 2,5 den die CpG-DNA D19chimäre in HMEC-1 bewirkt (s. 

Abb. 3-11). 
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Abb. 3-11: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten HMEC-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre und CpG-DNA D19PDE.  
Die Versuchsbedingungen entsprechen den oben beschriebenen für den quantitativen 
Nachweis von IL-8 im ELISA. Ein Vergleich zwischen der CpG-DNA D19chimäre mit 
Thioatbindungen und dieser mit ausschließlichen Phosphodiesterbindungen zeigt, dass 
der immunsuppressive Effekt ohne die Thioatbindungen nicht signifikant reproduzier-
bar ist (n=3). 
 

3.3.1.2 MM6 

Die Behandlung der MM6 mit CpG-DNA D19PDE erfolgte zur CpG-DNA D19chimäre im 

Vergleich in einer anderen Woche, deshalb befindet sich der basale Level der un-

behandelten Zellen hier nur bei 0,8 ± 0,2 ng IL-8/mg Protein. Bei keiner der gewählten 

Konzentrationen kommt es zu einer nennenswerten Steigerung oder Senkung von IL-8. 

CpG-DNA D19 PDE zeigt hier also keinen Effekt (s. Abb. 3-12) 

 

Ähnliche Ergebnisse zeigen sich bei den voraktivierten Zellen, auch hier ist keine we-

sentliche IL-8 Änderung über die verschiedenen Konzentrationen nachzuweisen (s. 

Abb. 3-12). 

 

Insgesamt ist die CpG-DNA ohne Thioatbindungen also nicht in der Lage den IL-8 

Spiegel in Überständen aus MM6 Kulturen zu verändern. 
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Abb. 3-12: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten MM6 nach CpG-DNA 
D19chimäre und CpG-DNA D19PDE.  
Hier entsprechen die Versuchsbedingungen ebenfalls den oben bereits beschriebenen. 
Der IL-8 steigernde Effekt der CpG-DNA D19chimäre auf MM6 mit derselben Sequenz 
aber ausschließlichen Phosphodiesterbindungen ist nicht reproduzierbar (n=3). 
 

3.3.1.3 THP-1 

Die nicht vorbehandelten THP-1 starten wieder bei sehr geringen IL-8 Werten von 

0,006 ng IL-8/mg Protein. Nach Zugabe von 10 µM CpG-DNA D19PDE ist zwar eine 

Steigerung auf 0,03 ng IL-8/mg Protein, entsprechend einem Faktor 5, zu beobachten 

Dies ist allerdings nicht vergleichbar mit der Steigerung um das 100fache bei Zugabe 

von CpG-DNA D19chimäre (s. Abb. 3-13). 

 

Voraktivierte Zellen sezernieren, wie oben bereits beschrieben, wesentlich höhere basa-

le IL-8 Mengen. Bei weiterer Zugabe von CpG-DNA D19PDE findet keine signifikante 

Änderung der IL-8 Freisetzung statt. Nach Voraktivierung ist CpG-DNA D19PDE also 

nicht mehr in der Lage einen signifikant stimulatorischen Effekt hervorzurufen (s. Abb. 

3-13).  
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Abb. 3-13: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktiviertenTHP-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre und CpG-DNA D19PDE.   
Die Versuchsbedingungen entsprechen den bereits vorher beschriebenen. Auch hier 
zeigt - zumindest bei den voraktivierten Zellen - die CpG-DNA D19PDE (nur 
Phosphodiesterbindungen) keinen signifikanten Effekt mehr, im Gegensatz zu der CpG-
DNA D19chimäre (n=2). Bei den ruhenden THP-1 zeigt sich allerdings ein signifikant 
steigernder Effekt, dieser ist aber um ein Vielfaches niedriger als bei CpG-DNA 
D19chimäre. 
 

3.3.2 Kontrolle DNAPTO 

3.3.2.1 HMEC-1 

Nach gleichem Reaktionsansatz wurden HMEC-1 auch mit der Kontroll DNAPTO be-

handelt, um zu untersuchen welche Wirkung die PTO Bindungen der CpG-DNA 

D19chimäre auf den suppressiven Effekt haben. Bei ähnlichem, bereits oben beschriebe-

nem basalem Spiegel kommt es ohne Voraktivierung zu einer sinkenden Tendenz, al-

lerdings ohne Signifikanz. Bei einer Behandlung mit 10 µM fällt die IL-8 Produktion 

um einen Faktor 1,8 (s. Abb. 3-14).  

 

Nach Voraktivierung mit den Zytokinen ist diese leichte Tendenz aufgehoben. Auch 

hier wird keine Signifikanz erreicht (s. Abb. 3-14).  
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Abb. 3-14: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten HMEC-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre und Kontroll DNAPTO.  
Auch für diese Ergebnisse gelten wieder gleiche Versuchsbedingungen zur quantitati-
ven Bestimmung von IL-8 in Zellkulturüberständen. Die ruhenden sowie die vorakti-
vierten und mit Kontroll DNAPTO behandelten Zellen zeigen bei keiner Konzentration 
einen signifikanten immunsuppressiven Effekt, im Gegensatz zur CpG-DNA 
D19chimäre(n=3).  
 

3.3.2.2 MM6 

Auch die Mono Mac 6 (MM6) wurden mit dieser Kontrolle behandelt. Hier zeigt sich, 

zumindest bei den ruhenden Zellen, ein überraschender Effekt. Vom basalen Spiegel 1,6 

± 0,7 ng IL-8/mg Protein steigert sich die IL-8 Freisetzung mit steigender DNA Kon-

zentration auf 5,5 ± 2,5 ng IL-8/mg Protein signifikant. Dieser Faktor 3,4 übersteigt 

sogar die Steigerung durch CpG-DNA D19chimäre (s. Abb. 3-15). 

 

Die mit Zytokinen vorbehandelten MM6 zeigen im Gegensatz dazu keine Reaktion der 

IL-8 Sekretion auf die Kontroll DNAPTO. Die CpG-DNA D19chimäre konnte hier einen 

signifikant IL-8 Sekretionssteigernden Effekt auslösen (s. Abb. 3-15). 
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Abb. 3-15 IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten MM6 nach CpG-DNA 
D19chimäre und Kontroll DNAPTO.  
Die vorher beschriebenen Bedingungen zum quantitativen IL-8 Nachweis gelten hier 
genau wie in allen Versuchen. Der IL-8 steigernde Effekt der Kontroll DNA, die aus-
schließlich aus Phosphorothioatbindungen besteht und kein CpG-Motiv besitzt, ist bei 
den ruhenden Zellen überraschenderweise höher als der Effekt nach Inkubation mit 
CpG-DNA D19chimäre. Im Gegensatz dazu steht das Ergebnis der aktivierten Zellen. Hier 
kann die Kontroll DNAPTO keinen IL-8 steigernden Effekt mehr auslösen, die CpG-
DNA D19chimäre allerdings schon. (n=3).  
 

3.3.2.3 THP-1 

Weiterhin interessant war zu überprüfen, ob dieser Effekt auch bei der anderen huma-

nen Makrophagenzelllinie zu beobachten ist. Die basale IL-8 Freisetzung ist wieder sehr 

gering, mit Kontroll DNAPTO ist allerdings eine Steigerung von 0,006 ± 0,001 ng IL-

8/mg Protein  auf 0,083 ng IL-8/mg Protein messbar, dieser Faktor 14 übersteigt die 

anderen Kontrollen um ein Vielfaches. Die Sekretionssteigerung durch diese Kontroll 

DNA liegt aber wieder weit unter den gut 100fachen der CpG-DNA D19chimäre (s. Abb. 

3-16).  

 
Bei den voraktivierten Zellen verhält es sich wie die Linie MM6 beschrieben. Auch hier 

ist die Kontroll DNAPTO im Gegensatz zur CpG-DNA D19chimäre nicht in der Lage eine 

signifikante Steigerung zu erreichen (s. Abb. 3-16). 
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Abb. 3-16: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktiviertenTHP-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre und Kontroll DNAPTO.  
Die Versuchsbedingungen gleichen den oben bereits beschriebenen. Auf die ruhenden 
THP-1 hat auch diese Kontrolle wieder einen IL-8 steigernden Effekt, der allerdings 
nicht mit dem Effekt der CpG-DNA D19chimäre auf ruhende THP-1 vergleichbar ist. Bei 
eingesetzten 10 µM der Kontroll DNA mit Phosphorothioatbindungen wird nach Vorak-
tivierung kein signifikanter Effekt mehr erreicht (n=2).  
 

3.3.3 Kontroll DNAPDE 

Zuletzt wurde überprüft, welche Wirkung die Kontroll DNA ohne jegliche als 

stimulatorisch beschriebene Merkmale, weder CpG Motiv noch 

Phosphorothioatbindungen, auf die humane Endothelzelllinie sowie die humanen 

Makrophagenzelllinien hat. 

3.3.3.1 HMEC-1 

Die ruhenden HMEC-1 reagieren auf diese Kontrolle ganz ähnlich wie auf die übrigen 

mit einer fallenden Tendenz, aber ohne nachgewiesene Signifikanz. Über einen Faktor 

1,5 geht der Effekt nicht hinaus (s. Abb. 3-17). 

 

Auch bei den Voraktivierten ergibt sich bei dieser Kontrolle nichts Neues. Die Tendenz 

ist im Vergleich zu den Ruhenden wieder schwächer, von 83,5 ± 29 ng IL-8/mg Protein 

geht es bei 10 µM nur auf 65,4 ± 22,7 ng IL-8/mg Protein herunter. Dieses Ergebnis ist 

nicht vergleichbar mit dem Faktor 2,5 den CpG-DNA D19chimäre unter gleichen Ver-

suchsbedingungen bewirkt (s. Abb. 3-17). 
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Abb. 3-17: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktivierten HMEC-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre und Kontroll DNAPDE.  
Unter wieder gleichen Versuchsbedingungen zeigt auch die Kontroll DNA mit 
Phosphodiesterbindungen keinen signifikanten Effekt, weder bei ruhenden noch bei 
aktivierten HMEC-1 (n=3). 
 

3.3.3.2 THP-1 

Die Wirkung dieser Kontrolle auf THP-1 Makrophagen ist vergleichbar mit der von 

CpG-DNA D19PDE. Die ruhenden Zellen schaffen auch hier einen Faktor 6, bei den Ak-

tivierten kann von keiner Tendenz gesprochen werden (s. Abb. 3-18). 

 

140

115

90

10

8

6
4

2

0

  0µM 10µM   0µM 10µM

re
la

ti
ve

 I
L

-8
 S

ek
re

ti
o

n 
 M

*

*
ruhend

  Ko
PDE

              D19
chimäre

0

2

4

6

8

10

90

115

140

  0µM 10µM   0µM 10µM

*

  Ko
PDE

              D19
chimäre

aktiviert

 

Abb. 3-18: IL-8 Sekretion von ruhenden und aktiviertenTHP-1 nach CpG-DNA 
D19chimäre und Kontroll DNAPDE.  
Unter wieder zuvor entsprechenden Versuchsbedingungen kann auch die Kontroll 
DNAPDE in voraktivierten THP-1 keinen signifikanten Effekt erzielen. Bei ruhenden 
THP-1 ist auch hier die Kontroll DNA zu einem IL-8 sekretionssteigernden Effekt in 
der Lage, allerdings erneut sehr viel geringer als bei CpG-DNA D19chimäre (n=2).  
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Abschließend bleibt festzuhalten, dass die Kontrollen zwar bei einigen ruhenden Zellen 

signifikante Effekte zeigen, der Effekt von CpG-DNA D19chimäre aber stets größer ist. 

Nach Voraktivierung durch proinflammatorische Zytokine kann keine der Kontroll 

DNA mehr einen signifikanten Effekt hervorrufen. Eine Ausnahme bilden die ruhenden 

MM6, bei denen die Kontroll DNA mit Thioatbindungen eine effektiv höhere IL-8 Sek-

retionssteigerung als CpG DNA D19chimäre erreichte. Die THP-1 Makrophagen sind auf-

grund ihrer schwachen basalen IL-8 Freisetzung schwer mit den anderen Zellen zu ver-

gleichen. Aber auch hier schafft nach Voraktivierung nur CpG-DNA D19chimäre einen 

signifikant IL-8 steigernden Effekt. 
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4 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die Reaktion der primären humanen Endothelzelllinie HDMEC, 

sowie der immortalisierten humanen Linie HMEC-1 auf unterschiedliche stimulierende 

und nicht stimulierende DNAs untersucht.  

Wie bereits erwähnt, kommen auch auf humanen Makrophagen alle zehn bisher be-

kannten TLRs vor (Hume et al., 2001; Nau et al., 2003), als Vertreter dieser Immunzel-

len wurden Mono Mac 6 (MM6) und THP-1, beides humane Makrophagenzelllinien, 

untersucht.  

Die vier Zelltypen wurden jeweils in zwei verschiedenen Aktivitätsstadien untersucht. 

Einerseits in zuvor unbehandeltem, also ruhendem Zustand, andererseits nach vorheri-

ger Aktivierung durch 24-stündige Inkubation mit proinflammatorischen Zytokinen 

(TNF-α, IFN-γ, IL1-β), in dieser Arbeit als voraktivierte Zellen bezeichnet. Diese Un-

terteilung ermöglicht es zwischen der initialen Zellantwort auf ein Pathogen und der 

Antwort auf dieses in einer bereits laufenden Entzündung zu unterscheiden und so zu 

differenzieren welche DNA auch in der laufenden Immunreaktion noch in der Lage ist, 

einen signifikanten Effekt zu erzielen. 

Die Zellen in den zwei unterschiedlichen Aktivitätsstadien wurden mit 4 verschiedenen 

DNAs behandelt. (1) CpG-DNA D19chimäre, eine CpG-DNA vom Typ A mit zentralem 

CpG-Motiv und einem poly G Segment, die in der Literatur als immunstimulatorisch 

beschrieben wird (Hoene et al., 2006). (2) CpG-DNA D19PDE, entspricht der vorigen 

DNA mit dem Unterschied, dass keine Phosphorothioatbindungen sondern nur 

Phosphodiesterbindungen vorkommen. (3) Kontroll DNAPTO ist eine DNA, die in vor-

herigen Experimenten keinen immunogenen Effekt gezeigt hat und nur über 

Phosphorothioatbindungen verbundene Basen besitzt. (4) Kontroll DNAPDE entspricht 

(3), mit dem Unterschied, dass die Basen hier nur über Phosphorodiesterbindungen ver-

knüpft sind. Ziel der Behandlung mit den unterschiedlichen DNAs war es herauszufin-

den ob die künstlich hergestellten Phosphorothioatbindungen selbst einen immunogenen 

Effekt aufweisen oder dieser nur auf dem CpG-Motiv beruht. Alle 4 DNAs wurden je-

weils als Oligodesoxynukleotide (ODNs) eingesetzt. Diese werden künstlich hergestellt 

und ausschließlich bei Versuchen mit CpG-DNA eingesetzt. Der Vorteil besteht in den 

oft verwendeten, aber in der Natur nicht vorkommenden, Phosphorothioatbindungen, 

die vor einem Abbau durch Nucleasen schützen, was zu einer längeren Wirkdauer der 
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DNA auf die Zelle führt. Die folgende Reaktion der Zelle ist dadurch aber auch nicht 

zwingend die natürliche Reaktion auf bakterielle oder virale DNA.  

Um die Immunantwort auf die verschiedenen ODNs zu untersuchen, wurde die Sekreti-

on bzw. Expression drei verschiedener Marker für eine Immunantwort untersucht. Zu-

nächst, über Einsatz der Zellkulturüberstände im ELISA nach 6-stündiger Inkubation, 

das früh sezernierte Zytokin IL-8 mit der Hauptfunktion der Leukozyten Rekrutierung. 

Weiterhin das später freigesetzte IL-6 mit einer entscheidenden Rolle bei der Aktivie-

rung des adaptiven Immunsystems (Jones et al., 2005), ebenfalls über den Einsatz der 

Zellkulturüberstände im ELISA nach 48-stündiger Inkubation. Außerdem wurde noch 

mittels Real Time PCR die Expression des zum IFN Typ I gehörenden IFN-β unter-

sucht, da CpG-DNA zumindest in Immunzellen eine hohe Sekretion von Typ I Interfe-

ronen bewirkt (Hoene et al., 2006; Guzylack-Piriou et al., 2004). 

 

Meine Ergebnisse lassen sich in insgesamt drei Hauptaussagen zusammenfassen. (1) 

CpG-DNA D19chimäre löst in Endothelzellen eine Suppression der Zytokinsekretion aus. 

(2) CpG-DNA D19chimäre bewirkt in Makrophagen eine Steigerung der Zytokinsekretion. 

(3) Alle eingesetzten DNAs ohne Phosphorothioatbindungen, mit ausschließlich über 

Phosphodiesterbindungen verknüpften Basen, zeigen keine signifikanten Effekte. 

 

4.1 CpG-DNA D19chimäre Wirkung auf humane Endothelzellen 

(1) stimulatorische CpG-DNA D19chimäre (Hoene et al., 2006) supprimiert signifikant 

die IL-8 und IL-6 Sekretion sowie meist signifikant die IFN-β Genexpression in 

ruhenden humanen Endothelzellen. 

(2) CpG-DNA D19chimäre senkt die IL-6 und IL-8 Sekretion und die IFN-β Genex-

pression in aktivierten humanenEndothelzellen signifikant.  

 
Diese Ergebnisse legen nahe anzunehmen, dass die allgemein sinkende 

Zytokinsekretion mit einer ebenfalls sinkenden Zellzahl zusammenhängt. In diesem Fall 

hätte CpG-DNA eine toxische Wirkung auf Endothelzellen. Der durchgeführte Vitali-

tätsassay zeigt allerdings ein deutliches Zellwachstum über steigenden CpG-DNA Kon-

zentrationen, sodass davon ausgegangen werden muss, dass insgesamt mehr Zellen we-

niger Zytokin exprimieren bzw. sezernieren. 

Dorn et. al haben für Keratinozyten ebenfalls eine sinkende IL-8 Sekretion nach CpG-

DNA Inkubation beobachtet. Dieser antiinflammatorische Effekt, der im Gegensatz zu 
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der in anderen Zellen proinflammatorischen Antwort auf CpG-DNA steht, wird in die-

ser Arbeit mit einem TLR9 unabhängigen Weg erklärt. Auch Zellen ohne TLR9, oder 

dem für den Signalweg wichtigen Adapterprotein MyD88, reagierten hier auf den Reiz 

CpG-DNA mit einer IL-8 Suppression. Pivarsci nimmt in seinem Kommentar zu dieser 

Arbeit an, es gäbe eine TLR9 abhängige Reaktion auf CpG-DNA, die einer steigenden 

Immunantwort entspricht, sowie einen TLR9 unabhängigen Signalweg, bei dem es zur 

Immunsuppression kommt. In der Arbeit von Fitzner et al., die sich mit der sinkenden 

IL-8 Sekretion von Endothelzellen nach CpG-DNA Inkubation beschäftigt, ist aller-

dings eine deutliche Anreicherung von MyD88 in endosomalen Strukturen 10 min nach 

CpG-DNA Inkubation sichtbar. Hier muss also zumindest bei Endothelzellen von einem 

antiinflammatorischen TLR9 abhängigen Weg ausgegangen werden. Zudem haben 

Wingender et al. im in vivo Maus-Modell festgestellt, dass die Aktivität der 

cytotoxischen T-Zellen (CTL) vom Applikationsweg der CpG-DNA abhängt. Appliziert 

man CpG-DNA intravenös, was einem direkten Endothelzellkontakt entspricht, so wird 

die Aktivität der CTL deutlich supprimiert, es kommt also zu einem 

antiinflammatorischen Effekt. Nach subkutaner Injektion kommt es hingegen zur Akti-

vierung der CTL. Diese Beobachtung ist in TLR9 Knockout Mäusen nicht reproduzier-

bar. Daraus folgt im Wesentlichen, dass auch für diese Downregulation des Immunsys-

tems von einem TLR9 abhängigen Weg ausgegangen werden muss. 

Dorn et al. diskutieren weiterhin die Möglichkeit der posttranskriptionellen Regulation 

für die IL-6 und IL-8 Suppression in Keratinozyten. Zumindest die Suppression der 

IFN-β Expression in aktivierten HMEC-1 spricht gegen eine solche Regulation. Diese 

Möglichkeit ist für IL-8 und IL-6 allerdings nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen, 

da für diese Zytokine die direkte Sekretion mittels ELISA untersucht wurde.  

Insgesamt hat CpG-DNA D19chimäre nach Endothelzellkontakt also eine immunsuppres-

sive Wirkung, sodass gerade der Einsatz und der Applikationsweg von CpG-ODN in 

klinischen Studien neu überdacht werden müsste. CpG-ODN wirken nach Bindung an 

TLR9 nachweislich nicht auf alle Zellen des Körpers immunstimulatorisch. 

4.2 CpG-DNA D19chimäre Wirkung auf humane Makrophagen 

(1) CpG-DNA D19chimäre steigert signifikant die IL-8 Sekretion in ruhenden huma-

nen Makrophagen sowie tendenziell die IFN-β Genexpression. 

(2) Auch in aktivierten humanen Makrophagen steigert CpG-DNA D19chimäre die IL-

8 Sekretion und IFN-β Genexpression. 
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Wie oben bereits erwähnt, injizierten Wingender et al. CpG-DNA auch subkutan. Hier 

ist der Effekt - genau gegenteilig zu dem der intravenösen Injektion - eine deutliche 

Aktivierung der CTL. Eine subkutane Injektion trifft nicht primär auf Endothelzellen, 

sondern auf die in der Unterhaut vorkommenden Immunzellen, also im Wesentlichen  

Makrophagen und Dendriten.  

Makrophagen wurden in dieser Arbeit unter weitgehend identischen Bedingungen wie 

Endothelzellen untersucht und zeigten in vitro eine deutliche inflammatorische Antwort 

in Form von signifikant gesteigerter Zytokinsekretion und -expression.  

Werden ruhende MM6 für 24 Stunden mit CpG-DNA D19chimäre inkubiert, so zeigt sich 

eine deutlich gesteigerte IL-8 Freisetzung unter steigender DNA Konzentration. Auch 

die, auf gleiche Weise wie die HMEC-1, untersuchte IFN-β Expression zeigt in ruhen-

den MM6 eine steigende Tendenz über steigende DNA Konzentrationen.  

Die weiterhin untersuchten THP-1 zeigen ein ähnliches Ergebnis. Hier wird die IL-8 

Sekretion durch CpG-DNA D19chimäre allerdings sehr viel höher gesteigert als bei den 

MM6. Diese Tatsache kann damit zusammenhängen, dass unbehandelte THP-1 nur eine 

sehr geringe basale IL-8 Sekretion aufweisen.  

Nach Voraktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen ist in MM6 sowie in THP-1 

die CpG-DNA D19chimäre immer noch in der Lage eine signifikante IL-8 Sekretionsstei-

gerung hervorzurufen (ca. Faktor 3). Nach Voraktivierung kann also bei beiden 

Makrophagenzelllinien nur die DNA mit CpG Motiv und umgebenden 

Phosphorothioatbindungen nennenswerte IL-8 Sekretionssteigerungen erzielen. 

 

Unter gleichen Versuchsbedingungen wie bei den Endothelzellen zeigten als Beispiel 

für Immunzellen Makrophagen, bei denen bereits eine immunstimulatorische Reaktion 

auf CpG-DNA beschrieben ist (Stacey et al., 2000), eine Sekretions- bzw. Genexpressi-

onssteigerung aller in dieser Arbeit untersuchten Zytokine.  

Diese Ergebnisse gleichen denen in der aktuellen Literatur und stehen im Gegensatz zur 

immunsuppressiven Reaktion der Endothelzellen auf CpG-DNA D19chimäre. Somit ist 

nachgewiesen, dass die Downregulation der inflammatorischen Zytokine und damit der 

Immunantwort zellspezifisch für die Endothelzellen ist.
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4.3 Wirkungen der Kontroll-DNAs 

Die Kontroll DNAs ohne Thioatbindungen zeigten im Wesentlichen keinen signifikan-

ten Effekt auf die Zytokinsekretion. So konnte weder bei ruhenden HMEC-1 noch bei 

ruhenden MM6 eine DNA ohne PTO Bindung, egal ob mit oder ohne CpG Motiv, eine 

signifikante IL-8 Sekretionsänderung auslösen. Ein überraschendes Ergebnis zeigte bei 

den ruhenden MM6 die Kontroll DNAPTO (ohne CpG Motiv mit ausschließlichen 

Phosphorothioatbindungen). Nach 24-stündiger Inkubation kam es zu einer deutlichen 

IL-8 Sekretionssteigerung bereits bei geringerer Konzentration als bei CpG-DNA 

D19chimäre. Außerdem kam es bei den maximal eingesetzten 10µM zu einer relativ höhe-

ren IL-8 Freisetzung im Vergleich zur CpG-DNA D19chimäre.  

Bei den ruhenden THP-1 zeigt sich ein ganz ähnliches Ergebnis. Allerdings sind im 

ruhenden Zustand in dieser Makrophagenzelllinie alle Kontroll DNAs in der Lage einen 

IL-8 steigernden aber nicht signifikanten Effekt hervor zu rufen. Gegenüber der CpG-

DNA D19chimäre sind diese Effekte aber so gering, dass sie vernachlässigt werden kön-

nen. (s. Abb.3-13, 3-16, 3-18).  

Bei voraktivierten HMEC-1, MM6 und THP-1 konnte keine der Kontroll DNAs eine 

IL-8 Sekretionsänderung bewirken. Im proinflammatorischen Stadium scheinen also das 

CpG-Motiv und die zusätzlich umgebenden PTO Bindungen der CpG-DNA D19chimäre 

eine entscheidende Rolle in der immunsuppressiven Wirkung zu spielen.  

Sester et al. haben sich mit der Frage beschäftigt, welchen Unterschied die „künstliche“ 

Phosphorothioatbindung gegenüber der „natürlichen“ Phosphodiesterbindung in ODNs 

hat. Zum einen werden die Diesterbindungen zytosolisch sehr viel schneller durch Nuk-

leasen gespalten, die Thioatbindungen sind also stabiler und die ODNs folglich länger 

intakt. Zum anderen zeigte sich eine erheblich schnellere Aufnahme der ODNs mit 

Thioatbindungen in die Zelle. Bei den ruhenden MM6 passt diese Annahme insofern als 

die Kontroll DNA mit ausschließlichen PTO Bindungen eine wesentlich schnellere (ra-

schere Aufnahme) sowie eine signifikant höhere (länger stabil) IL-8 Sekretion im Ge-

gensatz zu der, zumindest teilweise über Phosphodiester verbundenen, CpG-DNA 

D19chimäre bewirkt. Die voraktivierten MM6 zeigen keine signifikante IL-8 Sekretions-

änderung nach Inkubation mit Kontroll DNAPTO. Diese Tatsache spricht dafür, dass es 

nicht nur auf die höhere Stabilität und die schnellere Aufnahme von PTO Bindungen, 

sondern - zumindest in der Entzündungsreaktion - auch auf das unmethylierte CpG Mo-

tiv, geschützt von umgebenden Thioatbindungen, ankommt. Es muss also davon ausge-

gangen werden, dass die Voraktivierung die Stabilität und/oder Aufnahme der ODNs 
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beeinflusst. Zu dieser Annahme passen auch die ähnlich ausgefallenen Ergebnisse der 

THP-1.  

In den Endothelzellen kann auch die Kontroll DNAPTO, analog zu allen anderen Kont-

roll DNAs, weder raschere noch länger anhaltende Effekte als die CpG-DNA D19chimäre 

hervor rufen. Bei einer Inkubationszeit von 6 Stunden könnte der von Sester et al. be-

schriebene Effekt der längeren Stabilität von Thioatbindungen beeinträchtigt sein. Bei 

längerer Inkubation könnte die Kontroll DNAPTO also eventuell noch einen Effekt zei-

gen. Die von Sester et al. beschriebene schnellere Aufnahme ist hingegen unwahr-

scheinlich, da CpG DNA D19chimäre bei gleicher Inkubationszeit im Gegensatz zur Kont-

roll DNAPTO eine signifikante IL-8 Suppression bewirken kann  

Ein Zusammenhang zwischen der suppressiven und stimulierenden Wirkung von CpG-

DNA und der jeweiligen ODN Länge nehmen Dorn et al. an. So sollen kurze ODN Se-

quenzen weniger suppressiv wirken als lange, die kritische Länge wird mit 16 

Basenpaaren angegeben. Alle in dieser Arbeit verwendeten DNAs liegen oberhalb die-

ser Grenze. Eine signifikante Suppression der IL-8 Antwort in Endothelzellen war nur 

mit CpG-DNA D19chimäre möglich. Die anderen, ebenso langen Kontroll ODNs, hatten 

keinen signifikanten Effekt, sodass diese antiinflammatorische Wirkung – zumindest in 

Endothelzellen - nicht allein mit der ODN Länge zusammenhängen kann. Vielmehr 

zeigte sich, insbesondere in der proinflammatorischen Phase, dass die Kombination 

zwischen unmethyliertem CpG-Motiv und umgebenden PTO-Bindungen entscheidend 

ist.   

Diese Ergebnisse sprechen bei Endothelzellen gegen eine CpG-Motiv unabhängige IL-8 

Suppression. 

Die immunsuppressive Reaktion der Endothelzellen auf CpG-DNA D19chimäre ist dem-

nach wie oben beschrieben nicht nur zellspezifisch, sondern vor allem bei voraktivierten 

Zellen auch sequenzspezifisch für diese Typ A CpG-DNA. 
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    Ruhend     Aktiviert     

    D19chimär D19PDE KoPTO KoPDE D19chimär D19PDE KoPTO KoPDE 

  HMEC-1 -    ↓     

IL-6 HDMEC ↓    ↓     

  MM6 -    -     

  THP-1 -    -     

              

  HMEC-1 ↓ → → → ↓ → → → 

IL-8 HDMEC           

  MM6 ↑ → ↑  ↑ → →   

  THP-1 ↑↑↑ ↑ ↑ ↑ ↑ → → → 

              

IFN-β HMEC-1 →    ↓     

  MM6 →       →       

 - nicht detektierbar  ↑     signifikante Steigerung    

 ↓  signifikante Senkung ↑↑↑  hochsignifikante Steigerung   

   →    kein Effekt     

 
Tab. 4-1: Übersicht Ergebnisse
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5 Zusammenfassung 

Toll like Rezeptoren (TLRs) gehören zu den Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs) 

und erkennen Teile von Bakterien, Viren oder Pilzen als körperfremd. TLR9 erkennt 

speziell bakterielle CpG-DNA. Auf fast allen Zellen des menschlichen Organismus 

kommen TLRs vor. In Immunzellen lösen sie folgerichtig eine Aktivierung des Immun-

systems aus. Überraschenderweise führt die Inkubation mit CpG-DNA der humanen 

immortalisierten Endothelzellreihe HMEC-1 zu einer verminderten Freisetzung von IL-

8 (Fitzner et al., 2008), was eine Suppression des Immunsystems bedeutet. 

Ziel dieser Arbeit war es nachzuweisen, dass der immunsuppressive Effekt von CpG-

DNA in Endothelzellen zellspezifisch nur in diesen zu beobachten ist und sequenzspezi-

fisch auf CpG-DNA D19chimäre (Typ A CpG-DNA) begrenzt ist.  

Zunächst wurde ein zytotoxischer Effekt der CpG-DNA ausgeschlossen, indem über 

eine Alamar Blue Färbung nachgewiesen wurde, dass die Endothelzellen bei steigender 

CpG-DNA Konzentration nicht absterben, sondern vielmehr gesteigertes Wachstum 

zeigen.  

Ruhende und mit proinflammatorischen Zytokinen voraktivierte Zellen wurden vergli-

chen um den Unterschied der Reaktion auf CpG-DNA während und außerhalb der Ent-

zündungsreaktion dar zu stellen. 

Ruhende sowie aktivierte HMEC-1 zeigten in 3 voneinander unabhängigen Versuchen 

eine signifikanten IL-8 Sekretionssenkung auf den Stimulus steigender Konzentration 

von CpG-DNA D19chimäre.  

Auch eine Suppression der IL-6 Sekretion in aktivierten HMEC-1 konnte nachgewiesen 

werden. Die ruhenden Zellen sezernierten insgesamt zu wenig IL-6. 

Zur weiteren Bestätigung wurden die primären Endothelzellen HDMEC auf die IL-6 

Sekretion nach CpG-DNA D19chimäre Inkubation untersucht. Hier zeigte sich bei ruhen-

den und aktivierten Zellen ebenso eine supprimierte IL-6 Sekretion nach Inkubation. 

Der immunsuppressive Effekt ist also nicht auf IL-8 begrenzt. 

Zum Nachweis der Zellspezifität dieser immunsuppressiven Reaktion von humanen 

Endothelzellen auf CpG-DNA wurden bei gleichen Versuchsbedingungen auch die hu-

manen Makrophagenzelllinien MM6 und THP-1 auf ihre IL-8 Sekretion nach CpG-

DNA Inkubation untersucht. Die IL-8 Freisetzung war hier bei steigender DNA Kon-

zentration durchgängig steigend, die Wirkung von CpG-DNA also immunsteigernd. 
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Um diesen Unterschied zwischen den zwei verschiedenen Zellarten zu bestätigen wurde 

mittels Real Time PCR die Expression von IFN-β nach CpG-DNA Inkubation unter-

sucht. Zumindest die Tendenzen gleichen den oben beschriebenen Ergebnissen. In 

HMEC-1 kommt es nach CpG-DNA Inkubation eher zu einer geringeren IFN-β Expres-

sion, die Makrophagen steigern ihre IFN-β Expression tendenziell. 

Zum Nachweis der Sequenzspezifität wurden neben der CpG-DNA D19chimäre weitere 

DNAs in Form von ODNs untersucht. CpG DNA D19PDE, mit gleicher Sequenz wie 

CpG-DNA D19chimäre allerdings ohne Phosphorothioatbindungen, zeigte in keinem Ver-

such einen immunrelevanten Effekt. Eine als nicht stimulierend beschriebene Kontroll 

DNA (kein CpG-Motiv) wurde mit ausschließlichen Phosphodiesterbindungen einge-

setzt (Kontroll DNAPDE) sowie nur mit Phosphorothioatbindungen (Kontroll DNAPTO). 

Erstere zeigte ebenso keine immunogenen Effekte wie CpG-DNA D19PDE. Kontroll 

DNAPTO konnte als einzige Kontrolle in ruhenden MM6 eine Steigerung der IL-8 Frei-

setzung erreichen. Dieser Effekt war bei aktivierten MM6 im Gegensatz zur CpG-DNA 

D19chimäre allerdings aufgehoben. Eine Ausnahme bildeten die ruhenden THP-1 die auf 

alle Kontroll DNAs eine gesteigerte IL-8 Sekretion zeigten. 

Insgesamt reagierten beide humanen Endothelzellarten auf die Inkubation mit CpG-

DNA D19chimäre immunsupprimierend, beide humanen Makrophagenzellarten immun-

steigernd, was ein Nachweis für die Zellspezifität der immunsupprimierenden Reaktion 

von Endothelzellen auf CpG-DNA darstellt. Bei fast allen eingesetzten Kontrollen ergab 

sich in den ruhenden Zellen kein immunrelevanter Effekt, die aktivierten Zellen reagier-

ten nur auf CpG-DNA D19chimäre mit signifikanter Zytokinsekretionssteigerung oder 

Senkung. Der immunrelevante Effekt ist also im Wesentlichen auf die Typ A CpG-

DNA D19chimäre begrenzt. 
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