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1 Einleitung

Um eindringende Pathogene und die dadurch hervorgerufenen Krankheiten abzuwehren, hat die Na-
tur jedes mehrzellige Lebewesen mit der Fahigkeit ausgestattet, diese Krankheitserreger zu erkennen,
zu eliminieren und das eigene Gewebe dabei zu schiitzen. Dabei sind die Verteidigungsmechanismen
evolutiondr unterschiedlich weit entwickelt. Selbst Pflanzen ', Fruchtfliegen (Drosophila
melanogaster) 2 und Muscheln ? verfigen Uber einen Mechanismus, eingedrungene Pathogene wie
Bakterien, Viren und Pilze als ,fremd“ zu identifizieren und sie effizient zu bekampfen. Das
Immunsystem der Vertebraten ist dagegen komplexer und spezifischer als das der anderen Lebewe-
sen. Durch die Evolution konnte sich im Laufe der Zeit ein System aus pathogen-spezifischen Erken-
nungsproteinen entwickeln und etablieren, das neben dem urspringlicheren angeborenen Im-
munsystem eine zweite Komponente des Immunsystems, die erworbene oder adaptive Immunitéat,
darstellt. Diese adaptive Immunitat zeichnet sich durch die Bekampfung von Infektionen mit spezifi-
schen Antikérpern aus, die ein Mensch im Laufe seines Lebens durch Konfrontationen mit patho-
genen Krankheitserregern bildet. Diese Spezifitat des erworbenen Immunsystems wird unter anderem
durch die Vielfalt der durch somatische Rekombination entstandenen Antikérper sowie durch das
Limmunologische Gedachtnis* erreicht #%% Darunter versteht man die Fahigkeit des Immunsystems,
schnell und effektiv auf Krankheitserreger zu reagieren, mit denen es zuvor Kontakt hatte. Die Fa-
higkeit beruht auf der Tatsache, dass eine sich klonal vermehrende Population antigenspezifischer
Lymphozyten effektiv auf Pathogene reagieren kann.

Das angeborene Immunsystem hingegen ist der evolutiv urspringlichere Teil des Verteidigungssys-
tems des Wirtes. Es besteht aus zellularen und humoralen Komponenten, die sich jeweils wiederum in

7

erkennende und ausfiihrende Elemente untergliedern lassen *. Zu den humoralen erkennenden

Komponenten zahlen unter anderem das Lipopolysaccharid Binding Protein (LBP) ® und das C-reak-

tive Protein °

, welches direkt an Mikroorganismen bindet. Zu den ausfihrenden Elementen der
humoralen Komponenten zahlen z. B. das Enzym Lysozym "% das die Zellwand Gram-positiver und
Gram-negativer Mikroorganismen durch enzymatische Mechanismen zerstért, sowie das aus einem
Set von mehr als 30 Proteinen bestehende Komplementsystem. Die zellularen Komponenten beste-
hen aus den zu den Leukozyten zahlenden Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen (DCs),
Mastzellen, Neutrophilen, Eosinophilen und natirlichen Killerzellen (NK Zellen). Darlber hinaus kén-
nen die Haut sowie die Epithelien der Lunge und des Darms als Gewebe mit Fahigkeiten des angebo-
renen Immunsystems angesehen werden ’. Die erkennenden Elemente der zelluldren Komponenten
sind dabei die Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors [PRRs]), welche
spezifische Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMPs) erkennen. Als ausfihrende Elemente
der zellularen Komponenten kénnen die von Makrophagen und Neutrophilen produzierten reaktiven
Sauerstoffmetabolite angesehen werden. Sie werden nach der Phagozytose pathogener Keime in den

Phagosomen dieser Zelle gebildet, um die Bakterien zu eliminieren 7
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Toll-like Rezeptoren (TLRs) als Pattern Recognition Receptors (PRRs) auf

Immunzellen des angeborenen Immunsystems

Die Erkennung der PAMPs durch die auf den Makrophagen und DCs befindlichen PRRs aktiviert ver-
schiedene intrazelluldre Signaltransduktionswege, welche eine Induktion von inflammatorischen Zyto-
kinen, Chemokinen, Typ-I Interferone (IFN-a und INF-B) sowie die Reifung von DCs hervorrufen, und
dadurch das adaptive Immunsystem aktivieren " Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs) spielt
dabei eine wichtige Rolle.

1996 wurde das Drosophila melanogaster-Protein Toll, welchem zuvor nur eine Rolle bei der Ent-
wicklung der Drosophila-Larve zugeschrieben wurde, als wichtiges Protein der Immunantwort von
Drosophila melanogaster gegen Aspergillus fumigatus identifiziert 2 Zwei Jahre spater konnten
Poltorak et al. zeigen, dass das humane Homolog TLR4 der Rezeptor fir das aus der aul3eren Zell-
membran Gram-negativer Bakterien stammende Lipopolysaccharid (LPS) ist und dass die Aktivierung
dieses Rezeptors die Expression von inflammatorischen Genen induziert " Bei der Erkennung von
LPS spielen neben TLR4 auch das l6sliche LBP, das in der Zellmembran verankerte Molekil CD14
sowie das Protein MD-2 eine wichtige Rolle. Alle drei Molekule sind Komponenten des so genannten
LPS-Rezeptor-Komplexes 1517

Insgesamt sind bis heute 11 humane TLRs identifiziert worden, wobei TLR1-9 spezifische, konser-
vierte mikrobielle Molekule erkennen und dadurch kollektiv eine Erkennung von nahezu allen patho-
genen Organismen von Protozoen Uber Bakterien und Pilzen bis hin zu Viren erméglichen '® Der Li-
gand fur TLR10 ist bis heute nicht identifiziert worden, und TLR11 wird aufgrund des Vorhandenseins
eines Stop-Codons im TLR11-Gen im humanen System nicht exprimiert. TLR11-defiziente Mause
hingegen weisen eine erhdhte Anfalligkeit gegenlber uropathogenen Mikroorganismen auf '°_Als Bei-
spiel eines gut untersuchten Toll-like Rezeptors im humanen und murinen Modell dient neben dem
bereits erwahnten TLR4 der Toll-like Rezeptor 2, der Lipoproteine und Lipopeptide Gram-positiver
Bakterien sowie das Makrophagen-aktivierende Lipopeptid 2kDa (MALP-2) von Mykoplasmen er-
kennt ?°. Dariber hinaus scheint TLR2 mit TLR6 bzw. TLR1 zu interagieren, um zwischen verschiede-

nen Lipopeptiden unterscheiden zu koénnen Z.

Eine Erkennung von Zymosan, einem
Zellwandbestandteil der Hefe, erfolgt durch die Interaktion von TLR2 und Dectin-1, einem Rezeptor
der Familie der Lectine "'. Eine Ubersicht aller humanen TLRs und ihrer Liganden ist nachfolgend

tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 1: Tabelle der humanen Toll-like Rezeptoren 1-10 (TLRs) und ihrer bekannten Liganden

Toll-like Rezeptor Ligand Referenz
TLR1 (+TLR2) Lipopeptide 2
TLR2 Lipoteichons&uren (LTA); Pam3CSK4; MALP-2; Zymosan; Lipopeptid (LP) 2022
TLR3 Doppelstrang RNA; Poly I:C mRNA 2
TLR4 Lipopolysaccharid (LPS) 15:16
TLR5 Flagellin 24
TLR6 (+TLR2) Lipopeptide 2
TLR7 Einzelstrang-RNA; kleine antivirale Komponenten (Imiquimod, Resiquimod) %
TLR8 Einzelstrang-RNA,; kleine antivirale Komponenten (Imiquimod, Resiquimod) 2
TLR9 unmethylierte CpG DNA. 24:26
TLR10 unbekannt -
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Da TLRS3, TLR7/8 und TLR9 an der Erkennung bakterieller und viraler Nukleinsduren beteiligt sind und
diese Nukleinsauren nach der Internalisation und dem Transport der Bakterien und Viren in den
Endosomen freigesetzt werden, sind TLR3, TLR7/8 und TLR9 im Vergleich zu den extrazellular
exprimierten TLRs in endosomalen Kompartimenten der Zelle lokalisiert %,

TLRs gehoéren zur Familie der Typ-I Transmembranrezeptoren, welche durch eine extrazellulare
Leucine-rich repeat (LRR)-Domane sowie eine intrazelluldre Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)-Doméane cha-
rakterisiert sind %’. LRRs sind fiir die Ligandenerkennung in Proteinen verantwortlich. Die TIR-Domane
tritt dagegen als konserviertes Protein-Protein Interaktionsmodul auf, welches in vielen TIR-Domanen
beinhaltenden Proteinen bei Pflanzen und Tieren eine wichtige Rolle bei der Wirtsverteidigung

27-30

spielt . Infolge der Erkennung von PAMPs durch TLRs wird durch die Assoziation der TIR-Doméane
mit TIR-Domanen anderer intrazelluldarer Adaptormolekiile die Signaltransduktion induziert. Die
Assoziation der beiden TIR-Domanen rekrutiert wiederum Proteine der IL-1 receptor-associated
kinase (IRAK)-Familie, die unter anderem Uuber die Mitogen-activated Protein (MAP) Kinase-
Signalwege den Nuclear Factor (NF)-kB aktiviert. Dies fihrt schlieBlich zu einer Genexpression von
verschiedenen inflammatorischen Zytokinen (z. B. Tumor-Nekrosefaktor-a [TNF-a]), Interleukin-6 (IL-

6) und Interleukin-1R (IL-18).

Die Caterpiller-Familie und ihre Funktion bei der angeborenen Immunitat

Neben der Familie der TLRs wurde kdrzlich eine weitere Proteinfamilie mit einer aus LRRs bestehen-
den Domane entdeckt 2. Wie bereits bekannt ist, spielt die LRR-Domane der Toll-like Rezeptoren eine
wichtige Rolle bei der Ligandenerkennung, und auch bei der neu entdeckten Familie der Caterpiller
(CARD, Transcription Enhancer, R(purine)-binding, Pyrin, Lots of Leucine Repeats)-Proteine scheint
diese Doméane ausschlaggebend flr deren Funktion zu sein. Demnach handelt es sich bei den Cater-
piller-Proteinen um eine groRe Gruppe intrazellularer Proteine, denen eine Beteiligung an der Erken-
nung bakterieller Virulenzfaktoren zugeschrieben wird. lhnen gemeinsam ist das Vorhandensein N-
terminaler Effektordomanen, einer Nucleotide-binding Domain (NBD) und C-terminaler LRR. Diese
Proteine zeigen in ihrer Struktur eine bemerkenswerte Ahnlichkeit mit den disease resistance
(R)-Proteinen der Pflanzen, die fur die Vermittlung der pflanzlichen Immunantwort gegenuber
Bakterien, Viren, Pilzen, Nematoden, Insekten und auch synthetischen Produkten wie Insektiziden
verantwortlich sind * (Abbildung 1).

In Abbildung 1 ist zu erkennen, dass die N-terminale Effektordomane aus einer Pyrin-, CARD-
(caspase-recruitment domaine) oder Transaktivatordomane bestehen kann, die fiir homotypische und
heterotypische Interaktionen zwischen Proteinen verantwortlich sind. Die darauf folgende NBD regu-
liert die Selbst-Oligomerisation der Proteine und wird durch NACHT (neuronal apoptosis inhibitory
protein (NAIP), CIITA, HET-E und TP-1)- oder NOD (nucleotid oligomerisation domaine)-Domanen
gebildet. Nachfolgend weisen die meisten Proteine der Caterpiller-Familie C-terminal zur NBD eine
NACHT-associated Domain (NAD) auf. Der C-Terminus besteht aus LRRs, welche eine Funktion in
der Ligandenbindung und Protein-Protein Interaktion spielen % Als erstes der Caterpiller-Genfamilie
zugehoriges Mitglied wurde der class Il transactivator (CIITA) beschrieben. CIITA ist ein Transkrip-
tionsregulator der Major histocompatibility complex 11 (MHCII)-Gene, und ein Defekt in diesem Gen

wird in Verbindung mit einer immundefizienten Fehlfunktion, bekannt als das Type Il Bare Lymphocyte
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31;32
t

Syndrome, gebrach . Diese Beobachtung impliziert, dass die Familie der Caterpiller-Proteine eine

wichtige Rolle in der Regulation von Entzindungen, Immunantworten und dem Zelltod spielt 2931,

2931 ynd Harton et al. >

Basierend auf den LRR- und NBD-Sequenzen konnten in von Ting et al.
durchgefiihrten Genomdatenbankrecherchen lber 20 weitere bekannte und neue Mitglieder dieser

Genfamilie identifiziert werden.

R Protein NALP3 NOD1 -2 CIITA

C-Terminus

NBD

LRR
iR gnearc TN

1
1

Lo cagwacHt! £ RN IHITY

crclvor e {IIJZIZIIHIHHIII

o
carofepinachT] S RINTIIIIHIIE

N-Terminus

Abbildung 1: Domanenstruktur der NLR-Familie (zum Vergleich ist ein R Protein der Pflanzen aufgezeigt) (modifiziert nach
Martinon, Trends in Immunology, 2005; 447)

Nach heutigem Kenntnisstand bezeichnet man eine wichtige Gruppe innerhalb der Caterpiller-Familie
als die NACHT-LRRs oder auch NOD-LRRs (NLRs) #**. Sie beinhalten die Proteine mit den aus NOD-
oder NALP-(NACHT-, LRR-, and pyrin domain (PYD)-containing proteins)-Domanen bestehenden
NBDs. Zu den wichtigsten Vertretern zdhlen NOD1 (CARD4), NOD2 (CARD15) und NALP3
(Cryopyrin) **
intermediaren NOD Domane und C-terminalen LRRs. NALP3 dagegen weist statt der CARD Doméne

. NOD1 besteht aus einer (NOD2 aus zwei) N-terminalen CARD Doméne, einer

eine Pyrin-Domane (PYD) auf.

Eine wichtige Beobachtung brachten die NOD-Proteine in Verbindung mit der Erkennung intrazellula-
rer Pathogenitatsfaktoren: Eine signifikante Anzahl von Patienten mit der familiaren Form von Morbus
Crohn, einer chronischen entziindlichen Darmerkrankung, weisen Mutationen im NOD2-codierenden
Gen CARD15 auf ***". Eine Frameshift-Mutation (ein durch eine Cytosin-Insertion an Position 1007
verursachtes Stop-Codon) und zwei Missense-Mutationen (Gly908Arg und Arg702Trp) wurden dabei
mit Morbus Crohn assoziiert ****%*°_ Eine homozygote Mutation erhoht dabei das Risiko um das 20-
40fache, die Krankheit Morbus Crohn zu entwickeln.

Die mit Morbus Crohn in Verbindung gebrachten Mutationen im NOD2-Protein implizieren zwei theo-
retische Modelle der Auswirkung auf das Immunsystem. Im ersten Modell wird vermutet, dass die
durch NOD2-Mutationen verursachte fehlende Erkennung von mikrobiellen Bestandteilen eine sekun-

dare Inflammation im Intestinaltrakt als Antwort auf (iberzahlige Bakterien oder bakterielle Produkte in
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der Lamina Propria auslost. In diesem Modell wird NOD2 eine protektive Rolle in der Wirtsverteidigung
zugeschrieben, wobei die Krankheit, verursacht durch ineffektive Bakterienerkennung, einen Defekt
des angeborenen Immunsystems darstellt. Im zweiten Modell wird NOD2 eine negativ-regulierende
Rolle bei der Antwort auf Bakterien zugeschrieben. Dabei soll eine NOD2-Mutation eine unzurei-
chende T-Zell-Aktivierung im Intestinalgewebe hervorrufen. Watanabe et al. 0 konnten zeigen, dass
Makrophagen von NOD2-defizienten Mausen erhohte Level des inflammatorischen Ty1-polarisieren-
den Zytokins IL-12 als Antwort auf TLR2-Stimuli sekretieren. Dagegen stellte Netea et al. *' bei
Patienten mit einer homozygoten Mutation im NOD2-Gen eine geringere Produktion des antiinflam-
matorischen Zytokins IL-10 nach TLR2-Stimulation fest. Die Untersuchungen implizieren, dass zur
Verifizierung dieser Modelle und zum Verstandnis, inwieweit die NOD2-Mutationen zur Entwicklung
der Krankheit Morbus Crohn beitragen, weitere Versuche nétig sind.

Die Tatsache, dass neben CIITA auch NOD2 mit immundefizienten Krankheiten in Verbindung ge-
bracht wird, impliziert, dass NLRs als eine wichtige Gruppe von Proteinen angesehen werden mus-
sen, die neben den TLRs eine bedeutende Rolle in der intrazellularen Vermittlung von Immunantwor-

ten spielen.

Erkennung mikrobieller Membrankomponenten durch NOD1 und NOD2

Unter normalen Umstanden leben ca. 10" Bakterien in Koexistenz mit dem menschlichen Kérper.
Ohne uns zu schaden, besiedeln sie den ,externen Lebensraum® wie die Haut, den Verdauungstrakt
und die oberen Atemwege. Sobald aber die Schwelle zum sonst sterilen ,internen Lebensraum® iber-
schritten wird, treten erste Immunreaktionen auf. Der Korper erkennt die Bakterien, bekampft sie und
behebt eventuell am eigenen Gewebe auftretende Schaden 2 |st der Koérper z. B. durch immundefi-
ziente Krankheiten geschwacht, kdnnen sich Pathogene im Korper ohne grol’e Gegenwehr ausbrei-
ten, was zur Ausbildung einer Sepsis bzw. zu einem septischen Schock filhren kann **. Hauptausloser
der im Rahmen einer Sepsis induzierten Produktion zuerst proinflammatorischer und spater
antiinflammatorischer Zytokine ist neben dem bereits erwdhnten LPS als Bestandteil der Zellwand
Gram-negativer Bakterien unter anderem das bakterielle Peptidoglycan (PG) *_ PG spielt aber nicht
nur bei der Entstehung der Sepsis eine wichtige Rolle, sondern ist auch bei den durch immundefi-
zienten Krankheiten hervorgerufenen Inflammationen involviert. So spielt das PG-Fragment Mura-
myldipeptid (MDP) und dessen Erkennung Uber das intrazellulare Protein NOD2 bei der Entwicklung
der chronischen Darmentzindungskrankheit Morbus Crohn beteiligt.

Inohara et al. *°, Ogura et al. *®, Girardin et al. *° und Berrebi et al. *’ konnten zeigen, dass NOD1 und
NOD?2 als intrazelluldare PRRs bakterielles Peptidoglykan Uber ihre carboxy-terminal LRRs erkennen.
Peptidoglykan ist eine wichtige Komponente der bakteriellen Zellwand und besteht aus Zuckerketten
mit alternierenden N-Acetylglucosaminsdure (GIcNAc) und N-Acetylmuramylsdure (MurNAc)
Disaccharid-Untereinheiten, welche lber kurze Peptidseitenketten miteinander quervernetzt sind (Ab-
bildung 2). Dabei ist die Aminosaurezusammensetzung der Peptidketten nach den ersten Aminosau-
ren (AS) L-Alanin (L-Ala), D-Glutamin (D-Glu), L-Lysin (L-Lys) und D-Alanin (D-Ala) spezies-spezi
fisch *2. Biochemische und funktionelle Analysen haben dabei das MDP als essenzielle Struktur der
Peptidoglykanerkennung durch NOD2 identifiziert, welches allen Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien gemeinsam ist (siehe Abbildung 3) 648 Daher kann NOD2 als genereller Sensor fur Bakte-
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rien angesehen werden, da MDP innerhalb der Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien ein
hochkonserviertes Molekil darstellt. NOD1 dagegen erkennt Peptidoglykanmoleklle, in denen die

meso-Diaminopimelinsaure (meso-DAP) vertreten ist 49:80

. Diaminopimelinsaure kommt nur in der
Zellwand Gram-negativer Bakterien und einiger weniger Gram-positiver Bakterien wie den Gattungen
Bacillus und Listeria vor. Analysen mit synthetischen Komponenten identifizierten das Dipeptid y-D-
Glutamyl-meso-DAP (ie-DAP) als minimale Struktur, welche eine NOD1-Aktivierung auslésen kann
(Abbildung 2) 4**".

Die zelluldre Aufnahme der NOD1- bzw. NOD2-Agonisten in die Zelle ist bis heute nicht geklart. Eine
Beteiligung von aktiven Aufnahmeprozessen z. B. unter Mitwirkung des Zytoskeletts und inaktiven
Aufnahmevorgangen, wie Diffusion, kdnnten bei der Erkennung von NOD-Agonisten durch Immun-
zellen eine wichtige Rolle spielen. Die Phagozytose konnte als aktiver Aufnahmevorgang phagozytie-
render Zellen von besonderem Interesse sein, da intrazellular lebende Pathogene, wie z. B. Listerien
oder Mykobakterien, Uber diesen Mechanismus in die Zelle gelangen, um sich innerhalb der Immun-
zellen zu vermehren °%°%, Durch die intrazelluldre Lokalisation dieser Pathogene ist die intrazellulare
Verfugbarkeit der NOD-Liganden gewahrleistet. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass MDP Uber
den aktiven humanen Peptid-Transporter 1 (hPepT1), welcher in den Transport von Di- und Tri-
peptiden der Nahrung Uber die Plasmamembran von intestinalen Epithelzellen involviert ist, in die
Zelle gelangt % Uehara et al. hingegen gehen von einer passenden Verfligbarkeit der Agonisten aus,
indem MDP bzw. ie-DAP den Zellen in geeigneten Aggregatszustanden, z. B. in Form von Wasser-in-
Ol-Emulsionen, prasentiert werden. Hierbei scheint eine Diffusion der NOD1- bzw. NOD2-Agonisten in

die Zelle der wahrscheinliche Mechansimus der Stimulus-Aufnahme zu sein "%,

GIcNAc MurNAc GlcNAc

CH,OH CH,OH CH,OH
Q

€O —NOD2

MDP—

L-Diamino  [—NOD1

ie-DAP/ D-lAla
(D-Ala)

Abbildung 2: Schematische Struktur von Peptidoglycan (PG) mit den durch NOD1 und NOD2 erkannten minimalen Strukturen
MDP und ie-DAP (modifiziert nach Girardin; J. Biol. Chem. , 2003; 8869)

Durch NLRs induzierte Signalwege

Nach Erkennung von ie-DAP bzw. MDP durch NOD1 bzw. NOD2 wird deren Selbst-Oligomerisation
induziert, was wiederum die Assoziation mit downstream-Molekulen wie der Serin-Threonin-Kinase
receptor-interacting protein 2 RIP2 (auch RIPK2, CARDIAK und RICK genannt) Uber die N-terminalen
CARD-Doménen vermittelt '?**3%% Djese CARD-CARD-Interaktion zwischen RIP2 und NOD1 bzw.
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NOD2 induziert eine Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und Degradierung von IkB und damit eine
anschlieRende NF-kB-Aktivierung (siehe Abbildung 3) *>*°. Dabei schreibt Chen et al. >’ NOD2 eine
duale Funktion zu: In der Abwesenheit von RIP2 fungiert NOD2 als Suppressor der induzierten
NF-kB-Aktivierung, wohingegen NOD2 in der Gegenwart von RIP2 als intrazellularer Sensor fir MDP
angesehen werden kann. Inohara et al. 58 hingegen berichtet von einer RIP2-Region zwischen der
CARD- und der Kinase-Domane, welche die Signalweiterleitung Uber eine Interaktion mit der regulato-
rischen Untereinheit NEMO (NF-kB essential modulator)/IKK (IkB Kinase y) vermittelt, was wiederum
die NOD1- bzw. NOD2-Aktivierung mit der Phosphorylierung von IkB-a und die dadurch bedingte Akti-
vierung von NF-kB verbindet.

Wie Abbildung 3 zu entnehmen ist, kénnen NOD1 bzw. NOD2 zuséatzlich zur NF-kB Aktivierung eine
Uber die MAP-Kinasen induzierte pathogen-induzierte Expression und Sekretion von in-
flammatorischen Zytokinen vermitteln. Unter anderem konnten Girardin et al. % zeigen, dass NOD1
eine Aktivierung der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) nach Stimulation mit Bakterien induziert. Ein
Nachweis der MDP-abhangigen Phosphorylierung durch die extracellular signal-regulated protein
kinase (ERK) in NOD2-defizienten murinen Makrophagen lieferten Pauleau et al. ®. Dariiber hinaus
konnte von Kobayashi et al. o1 gezeigt werden, dass RIP2 an der durch ERK-induzierten p38/SAPK
Kinase-Aktivierung beteiligt ist. Der genaue Mechanismus der molekularen Interaktion der durch
NOD1 bzw. NOD2 induzierten Aktivierung von JNK bzw. p38 konnte allerdings noch nicht aufgezeigt

werden.

Bacteria
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M*P Cytosol

RD) RIP2 s

\ \
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Abbildung 3: Durch NLR induzierte Stoffwechselwege (modifiziert nach Kathrine Ris; Nature Medicine, 2005; 383)
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Verwendung von synthetischen Peptidoglykanstrukturen

Als Bestandteil der Zellmembran Gram-positiver wie auch Gram-negativer Bakterien und als partieller
Ausléser der Sepsis bzw. als Schlisselelement der chronischen Darmentziindungskrankheit Morbus
Crohn ist Peptidoglykan (PG) ebenso wie die Immunreaktion des Menschen auf dieses Molekdl ein
wichtiger Ansatzpunkt fir die Entwicklung von Medikamenten gegen diese Krankheit. Um die
partiellen Strukturen dieses Molekls und die Antwort des menschlichen angeborenen Immunsystems
darauf genauer untersuchen zu kénnen, wurden fiir die im Rahmen der vorliegenden Dissertation
durchgefiihrten Versuche synthetisch hergestellte Peptidoglykanfragmente herangezogen. In der

I. ®® und Travassos et al. %

Vergangenheit konnte bereits von Inohara et a gezeigt werden, dass
natirliche Praparationen von bakteriellen Bestandteilen, wie LPS oder PG, Kontaminationen durch
anderen bakteriellen Virulenzfaktoren beinhalteten und diese letztendlich fur die beobachteten
Immunreaktionen verantwortlich gemacht wurden. So waren in einigen LPS-Praparationen NOD1-
Liganden vorhanden, welche eine Immunreaktion ausldsten, sodass die dadurch initiierte Produktion
inflammatorischer Zytokine von den Forschern irrtimlich auf die stimulatorische Fahigkeit von LPS
zuruickgefihrt wurde *5. Ahnliches hatte sich schon kurz nach der Entdeckung der TLRs ereignet, als
TLR2 zuerst als Rezeptor fiir Lipopolysaccharid beschrieben wurde ®4%°. Wie sich spater herausstellte,
war nicht LPS fir die Endotoxin- bzw. bakterielle Aktivierung der Immunzellen Uber TLR2
verantwortlich ®, sondern die Ausléser der Zellaktivierung waren Verunreinigungen der LPS-
Praparationen mit Lipopeptiden. Auch war bis 2004 TLR2 als Rezeptor fiur bakterielles PG
beschrieben, doch konnten Travassos et al. % zeigen, dass die Aktivierung der Signalkaskade Uber
TLR2 nicht durch PG, sondern durch die in den Praparationen vorkommenden Verunreinigungen mit
Lipoproteinen und Lipoteichonsauren ausgeldst wurde.

Um zukiinftig Fehlinterpretationen dieser Art vermeiden zu kénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit
synthetisch hergestellte Peptidoglykanfragmente fir die Untersuchungen der Immunantworten huma-
ner Immunzellen verwendet, bei denen eine Kontamination mit anderen bakteriellen Virulenzfaktoren
wie bspw. LPS oder Lipopeptiden aufgrund der Herstellungsweise komplett ausgeschlossen werden
konnte. Darlber hinaus ist die Verwendung definierter synthetischer Peptidoglykanstrukturen ein
wichtiges Werkzeug, um detailliert die Struktur-Wirkungsbeziehungen von Virulenzfaktoren und deren
Rezeptoren beschreiben und untersuchen zu kénnen. Durch die Verwendung von synthetischen
Peptidoglykanstrukturen kénnen genaue Aussagen Uber die Anforderungen an einen NOD-Liganden

getroffen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation zum Thema ,Erkennung und Aufnahme inflammatorisch aktiver
synthetischer Peptidoglykanstrukturen” sollte der Frage nachgegangen werden, welche minimalen
synthetischen Peptidoglykanstrukturen Uber welchen Erkennungsmechanismus des angeborenen
Immunsystems identifiziert werden und dber welche Transportmechanismen diese Peptido-
glykanfragmente in humane Immunzellen gelangen. Die Identifizierung der vom angeborenen Immun-
system erkannten synthetischen Peptidoglykanstrukturen und die Aufdeckung der Aufnahmemecha-

nismen kénnen wichtige Erkenntnisse Uber eine mdgliche Blockierung dieser Mechanismen und der
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dadurch verhinderten Inflammation liefern, und somit als Ansatzpunkte fur die Entwicklung neuer The-

rapien fir Morbus Crohn und anderen Entziindungskrankheiten dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und ihre Bezugsquellen

Agarose

Ampicillin

Aqua ad injectabilia

Agarose ultra pure (low melting)
Bacto-Trypton

Bacto-Agar

R-Mercaptoethanol

Bovine serum albumine (BSA)
Bromphenolblau

Cytochalasin D

dNTPs (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
ddNTPs

5-(N-ethyl-N-isopropyl) Amilorid (EIPA)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid 1ug/ml
FCS,inaktiviert bei 56°C, sterilfiltriert
Glyzerol

Hygromyzin B

Isopropanol

Monodansylcadaverin (MDC)
para-Formaldehyd
Penicillin-Streptomycin-Lésung (PS) 5000U
Thimerosal

Tris

Tritmethylbenzol (TMB)

Triton X-100

Tarkslésung

Trypanblau

Tween 20

Salze fur Puffer und Losungen

Schwere Lésung

Serva Elektrophoresis GmbH (Heidelberg)
Biomol (Hamburg)

Braun (Melsungen)

Life Technologies (Spain)
Otto Nordwald (Hamburg)
Otto Nordwald (Hamburg)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Sigma (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Sigma (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
GIBCO-BRL (Eggerstein)
Biochrom (Berlin)

Serva (Heidelberg)
Calbiochem (USA)

Merck (Darmstadt)
Sigma (Heidelberg)

Fluka (Buchs, Schweiz)
GIBCO-BRL (Eggerstein)
Sigma (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)

Fluka (Buchs, Schweiz)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, Schweiz)
Merck (Darmstadt)
Merck, Fluka oder Serva

Fermentas (St. Leon-Rot)
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2.1.2 Puffer
Allgemeine Puffer

1xPBS: 0,9 mM CaCl,, 0,5 mM MgCly, 2,7 mM KCI, 140 mM NaCl, 1,5 mM KH,PO,*,
8,1 mM Na,H,PO,* 16sen in Aqua dest.
1x Azid-PBS: 3 mM NaNas, 121,5 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 6,5 mM Na,HPO, x 2H,0, 1,5 mM KH,PO,,

pH 7,4
1XTAE: 40 mM Tris, 20 mM Acetat, 2 mM EDTA, Aqua dest. pH 8,0
1xTBE: 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 1 mM EDTA, pH 8,0

Lysispuffer: 1 M HEPES, 3 M NaCl, 0,5 M EDTA, 10 % NP-40, 1 M R-Glycerophosphat,
1 M NavO,, 1 M NaF, 1 M Benzamidine, 1 M pNPP, 1 M DTT, 0,1 M PMSF,
Complete (1 Tablette), Aqua dest.

Lammli-Puffer: 62,5 mM Tris/HCI, 10 % (v/v) Glycerol, 80 mM DTT, 0,002 % (w/v)
Bromphenolblau

Transfer-Puffer: 50 ml 20x NuPage Transfer-Buffer, 100 ml Methanol, 1 ml NuPage Antioxidant, 850
ml Aqua dest.

Farbepuffer fiir die immunhistochemische Anwendung

- 1XTBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl pH 7,4

- Blockpuffer: 0,1 M Glycin in 1xTBS

- Permeabilisierungspuffer: 0,2 % Triton X-100 in 1xTBS

- Antik6rper-Puffer: 1xTBS, 3 % (v/v) HS, 3 % BSA (w/v)

2.1.3 Antikorper

2.1.3.1 Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated Cell-Sorting, FACS)

Fur die Durchflusszytometrie wurde der mouse a-human IL-2 Rezeptor CD25-PE-Antikérper der Firma

Dako A/S (Glostrup, Danemark) in einer Konzentration von 200 ng auf 100 ul 1xPBS verwendet.

2.1.3.2 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Nachstehend sind die flr die immunhistochemische Untersuchung am konfokalen Laserscanning-
mikroskop verwendeten Antikdrper aufgelistet.

Primére Antikorper (jeweils 1:75 verdiinnt in Antikérper-Puffer)

- rabbit a-human NOD1: Alpha Diagnostics (San Antonio, USA)
- rabbit a-human NOD2: Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz)
- rat a-human RIP2: Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz)
- mouse a-human CD14: Dianova (Hamburg)

- goat a-human NF-kB p65: Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
- mouse a-human NF-kB p65: Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
- rabbit a-GFP: Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)



Material und Methoden

20

Isotyp-Antikorper
- rat IgG2a (RIP2):

- goat IgG (NF-kB p65):
- mouse 1gG1 (CD14, Calnexin):
- rabbit serum (NOD2):

CALTAG Lab. (Burlingame, USA)
CALTAG Lab. (Burlingame, USA)
Dako A/S (Glostrup, Danemark)
Dako A/S (Glostrup, Danemark)

Fluorochrom-konjugierte Antikérper bzw. Farbstoffe

Tabelle 2: Fluorochrom-konjugierte Antikdrper bzw. Farbstoffe und deren eingesetzte Konzentrationen bei der immunhisto-

chemischen Farbung fir die konfokale L

aserscanningmikroskopie

Name Eingesetzte Konzentration (Verdiinnungen) Bezugsquelle
a-human CD14-FITC 0,1 pg/pl BD Biosciences (Pharmingen)
Choleratoxin B Alexa 647 (1:200) 10 pg/mi Molecular Probes (Oregon, USA)
mouse a-human Calnexin-FITC (1:200) 1,25 pg/ml BD Biosciences (Pharmingen)
Wheat germ Agglutinin Alexa 633 | (1:100) 10 pg/ml Molecular Probes (Oregon, USA)
LysoTracker Red (1:20 fixierte Zellen; 1:10.000 lebende Zellen) 50-75 nM | Molecular Probes (Oregon, USA)
TOTO-3 iodid (1:150) 3,3 uM Molecular Probes (Oregon, USA)
ER Tracker Red 1uM Molecular Probes (Oregon, USA)
BOPIPY TR Cs Ceramide 5uM Molecular Probes (Oregon, USA)

Sekundare Antikorper (jeweils eingesetzt in der Verdiinnung 1:75 in Antikoper-Puffer; 2ug/75ul)

- goat a-rabbit Alexa 546:
- goat a-rabbit Alexa 488:
- goat a-rat Alexa 546:

- goat a-rat Alexa 488:

- goat a-mouse Alexa 546:
- goat a-mouse Alexa 488:
- donkey a-goat 586:

2.1.3.3 Westernblot

Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)
Molecular Probes (Oregon, USA)

Die fiir den Westernblot verwendeten Antikdrper sind im Folgenden als primare und sekundare Anti-

korper aufgelistet.

Primare Antikorper
- rabbit a-p38:

- mouse a-phospho-p38:
- rabbit a-ERK (p44/42):

- rabbit a-phospho-ERK (pp42/44) (E-10):
- mouse a-phospho-ERK (pp42/44) (E-4):

- rabbit a-JNK:
- mouse a-phospho-JNK (G7):
- rabbit a-IkB-a:

- mouse a-phospho-IkB-a:

Cell Signaling (Frankfurt am Main)

Cell Signaling (Frankfurt am Main)

Cell Signaling (Frankfurt am Main)

Cell Signaling (Frankfurt am Main)
Santa Cruz Biotechnology (St. Cruz, USA)

Cell Signaling (Frankfurt am Main)
Santa Cruz Biotechnology (St. Cruz, USA)
Cell Signaling (Frankfurt am Main)

Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz)
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Sekundare Antikérper

- goat a-rabbit: Alexa Flour 680 goat a-rabbit IgG(h+L), Molecular Probes Eugene (Oregon,
USA)

- goat a-rabbit: IR Dye 800 goat a-mouse, Molecular Probes Eugene (Oregon, USA)

- goat a-mouse: IR Dye 800 goat a-mouse, Molecular Probes Eugene (Oregon, USA)

- goat a-mouse: Alexa Flour 680 goat a-rabbit 1IgG(h+L), Molecular Probes Eugene (Oregon,
USA)

Tabelle 3: Zusammenfassung der verwendeten primaren und sekundaren Antikérper fir den Westernblot und deren
Verdinnungen

Primérer Antikorper Eingesetzte Verdiinnung Sekundarer Antikorper Eingesetzte Verdiinnung
a-p-38 1:1000 goat a-rabbit 1:10000
a-phospho-p-38 1:10000 goat a-mouse 1:10000
a-p-ERK 1:1000 goat a-rabbit 1:10000
a-phospho-p-ERK (E4) 1:1000 goat a-mouse 1:10000
a-phospho-p-ERK (E10) 1:2000 goat a-rabbit 1:10000
a-JNK 1:1000 goat a-rabbit 1:10000
a-phospho-JNK (G7) 1:1000 goat a-mouse 1:10000
a-IkBa 1:1000 goat a-rabbit 1:10000
a-phospho- IkBa 1:1000 goat a-mouse 1:10000

Sonstige Antikorper
- a-human TLR2, Clon 2392:  Genentech (California, USA)

- a-human CD14: bezogen von V. Horejsi, Institut of Molecular Genetic (Prag,

Tschechei)

2.1.4 Stimuli

Die verwendeten Substanzen zur Stimulation diverser Zelllinien und humaner Primarzellen (MNCs,

Monozyten, DCs) sind nachfolgend im Detail benannt und die Bezugsquellen angefihrt.

- LPS: von Salmonella enterica sv. Friedenau, Isolation durch Phenol-
Chloroform-Petroleum-Ether-Methode &, Aufbewahrung der

Stammldsung in 1mg/ml Aqua dest. — Prof. Dr. Helmut Brade (FZ

Borstel)
- syn MDP: bezogen von Shoichi Kusomoto (Osaka, Japan)
- GMDP: Peptech (Cirencester, UK)
- Pam3CSK4: EMC microcollections GmbH (Tulbingen)
- sPG: Prof. Dr. Ulrich Zahringer (FZ Borstel)

- human TNF-a (rekombinant): Prof. Dr. Daniela Mannel (Regensburg)
- E. coli PG: PG von E. coli 0111 B4 InvivoGen (San Diego, USA)
- Zymosan: Sigma-Aldrich (Manchen)
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2.1.5 Synthetische Peptidoglykanstrukturen

Die verwendeten synthetischen Peptidoglykanstrukturen (synPGs) sind in Abbildung 4 dargestellt. Sie
wurden von Dr. Seiichi Inamura (Osaka, Japan) synthetisiert und mir fir weitere Untersuchung zur

Verfligung gestellt.

Muramylpeptide Glucosaminmuramyldipeptid
(GMDP)
H
OH

H on COH o o

HO 0 OH
Ho-cH &R o Ho
H,C AcHN AcHN
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! CO—L-Ala— D-is0oGln

$—L-Ala- D-isoGlrrL-Lys-OH (MTriP)
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HO HO HO HO
HO O o 0 o 0] o 0]
HO 0 HO 0
AcHN | AcHN AcHN | AcHNOPr
Tetrasaccharid (TS) H3C-CH-CO H3C~CH'?O
L-Ala L-Ala
Tetrasacchariddipeptid (TSDiP) D-isoGin I?-isoGin
Tetrasaccharidtripeptid (TSTriP) L-Lys(R) L-Lys(R)
!
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— OH OH OH il
° 2 %\ o ° ol
. o o © HO
Octasaccharid H'jc o R ) ho _5 AchiN AGHN 2
h COH COH -
— oH OH OoH OHO
. " . (o) o}
Octasacchariddipeptid W e 5 o o7 o ol
L_H:C AcHN AcHN H30-< AcHN RN Jy
CO—L-Ala— D-isoGIn CO-L-Ala— D-isoGIn

Abbildung 4: Strukturformeln der verwendeten synthetischen Peptidoglykanstrukturen und ihre Benennungen
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2.1.6 Medien

Die fir die Zellkultur verschiedener Zelllinien verwendeten Medien sowie die Bakterienmedien sind im

Folgenden genauer beschrieben.

Bakterienmedien

- LB-Medium: 10 g Tryptone, 5 g Hefe, 10 g NaCl, I6sen in 1 | Aqua dest., pH 7,0

- LB-Agar-Platten: siehe LB-Medium, zusatzlich 15 g Agar/l; Individuell wurden fir die Gateway-
und TOPO-Selektionen nach dem Abkiihlen des noch heil3en LB-Mediums
auf 60°C 50 pug/ml Kanamycin, 100 pg/ml Ampicilin oder 20 ug/ml Tetracyclin
addiert.

- SOC Medium: 2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,05 % (w/v) NaCl, 2,5 mM KCI,
10 mM MgCl,,20 mM Glukose

Zellkulturmedien

- 1x HBSS (Hanks zum Elutriieren): 100 ml HBBS, 10 ml Natriumhydrogencarbonat (35mg/ml) ad

1L H0O
- RPMI komplett
(Monozyten und MNCs): RPMI 1640 Medium, Cambrex Bio Science (Verviers,
Belgien), 10 % HS, 1 % PS,
- DMEM komplett (HEK293): DMEM Medium high Glucose mit L-Glutamine, PAA
Laboratories GmbH (Pasching), 10 %FCS, 1 %PS
- HAMS F12 komplett (CHO): HAMS F12 mit Glutamax-I (Gibco, U.K.), 10 % FCS, 1 % PS

2.1.7 Phagozytosehemmer und Makropinozytosehemmer

Die verwendeten Phagozytosehemmer und Makropinozytosehemmer sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die

eingesetzten Konzentrationen und die Bezugsquellen sind angegeben.

Tabelle 4: Phagozytose- und Makropinizytosehemmer und deren eingesetzte Konzentrationen

Eingesetzte

Substanz ety g Bezugsquelle
Cytochalasin D (CytD) 3 uM Sigma (Heidelberg)
Monodansylcadaverine (MDC) 100 pM Sigma (Heidelberg)
Azid 0,1 % (vIv) Sigma (Heidelberg)
EIPA 1uM Sigma (Heidelberg)
DMSO 0,3 % (v/v) Sigma (Heidleberg)
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2.1.8 Desoxyribonukleotide

In nachstehender Tabelle sind die von der Firma MWG Biotech in Ebersberg synthetisierten Desoxy-

ribonukleotid-Primer aufgelistet.

Tabelle 5: PCR-Primer-Sequenzen, FragmentgrofRen und Annealing-Temperaturen

Grofe Annealing-
Genname Sense primer Antisense primer Temperatur

[bp] el
human GAPDH 5'GTC ATC ATC TCC GCC CCT TCT GC 3' 5'GAT GCC TGC TTC ACCACCTTCTTG 3' 448 60
human B-Actin 5' AGC CGG GAAATC GTGCGT G 3' 5'CAG GGT ACATGG TGG TGC 3' 308 57
human -2 M 5'GCT GTG CTC GCG CTACTCTC 3' 5'GCG GCA TCT TCA AAC CTC CAT 3' 368 62
human NOD1 5'GCT TCT CCC CTT CCC TGC TCACTC 3' 5'GTT CAG GCT GCC CAG GCT CTC ATT 3' 212 60
human NOD1 5'ACG CCG GCC GGG ACACTCTJ 5'TTT GGA CAA CAG CCC GCACAG GA 3’ 434 63
human NOD2 5'GAG CGG GGT TTC GTC AGC CAG TAT 3' | 5'AGC ACA GTG TCC GCATCG TCATTG 3' 416 61
human NOD2 5' GAA GAA TGC CCG CAA GGT GGT GAC 3 | 5' GAG GCG GCC CCG AAG AAGACT G 3’ 385 62
human PepT1 5' CAC CAT GGG AAT GTC CAAATC ACA 3’ 5' CAT GTG TTT CTG TGAATT GG 3' 250 50
murine NOD1 5' GGG GGT GAA GGT GCTATG TGA G 3' 5'CCTTGG CTG TGATGC GATTCT G &' 505 58
murine NOD1 5'GCG CCG CGG CTGAGACC 3’ 5'GCT GCT GTG GAG GCT GGG AAG TAA 3' 555 65
murine NOD2 5'CCG CCA GCC ATT GTGAGG AGACTC3' |5 TGC TTC GCC CAC CAC CAGTATG 3 492 61
murine NOD2 5" ATG CTATGC CGG GCTTTATITG 3' 5'GTGATG TGATTG TTC CCC ACC 3' 451 58
TOPO Primer
ohne Stop-Codon | 5' CAC CAT GGA AGA GCA GGG CCA CAG 3' | 5 GAA ACA GAT AAT CCG CTT CTC ATC 3' 2863 59
human NOD1
TOPO Primer
ohne Stop-Codon | 5' CAC CAT GGG GGA AGA GGG TGG TTC 3' | 5' AAG CAA GAG TCT GGT GTC CCT G 3' 3124 59
human NOD2

2.1.9 DNA-Polymerasen

Fur die konventionelle PCR wurde der AccuPrime SuperMix | der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande)

verwendet. Dieser Ansatz beinhaltet sowohl die Tag DNA-Polymerase als auch die fiir die PCR not-
wendigen dNTPs und Salze. Fir die Amplifizierung der CDS des NOD1- und NOD2-Proteins wurde
die proofreading PfuUltra High-Fidelity DNA-Polymerase der Firma Stratagene (La Jolla, USA) einge-

setzt. Dieses Enzym ist aufgrund seiner guten Korrekturleseeigenschaft durch eine sehr geringe Feh-

lerrate bei der DNA-Replikation gekennzeichnet.

2.1.10 Plasmide

Folgende Plasmide wurden fiir die Klonierung und Expression von NOD1 und NOD2 verwendet.

Sonstige Vektoren zur Transfektion von HEK293-Zellen sind ebenfalls angegeben.

2.1.10.1 TOPO Vektor

- pPENTR/D-TOPO:
- pPENTR/D-TOPO NOD1:
- pPENTR/D-TOPO NOD2:

selbst generiert

selbst generiert

Invitrogen (Leek, Niederlande)
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2.1.10.2 Gateway Expressions-Vektor

- pcDNA3V40: Invitrogen (Leek, Niederlande)
- pcDNA3V40 NOD1: selbst generiert
- pcDNA3V40 NOD2: selbst generiert
- pcDNADest47/GFP: Invitrogen (Leek, Niederlande)

- pcDNADest47/GFP NOD1:  selbst generiert
- pcDNADest47/GFP NOD2:  selbst generiert

2.1.10.3 Sonstige Vektoren

- pcDNA3huNOD1: bezogen von P. Rosenstiel, Institut fur klinische Molekularbiologie, Christian
Albrecht Universitat (Kiel)

- pcDNA3huNOD2; bezogen P. Rosenstiel, Institut fir klinische Molekularbiologie, Christian
Albrecht Universitat (Kiel)

- pFlag-CMV TLR2: selbst generiert

- pPREP9Flag huTLR4: selbst generiert

- pCEP4 CD14: selbst generiert

- pPEFBOS MD-2 Flag: selbst generiert

- pcDNAGS: Invitrogen (Leek, Niederlande)

2.1.11 Bakterien

- E. coli TOP10 one shot: Invitrogen (Leek, Niederlande)

- E. coli DH5a: Invitrogen (Leek, Niederlande)

- E. coliDB 3.1: Invitrogen (Leek, Niederlande)

2.1.12Kits

- RNAeasy Kit (Mini und Midi): Qiagen (Hilden)

- EndoFree Plasmid Mega Kit: Qiagen (Hilden)

- Fast Plasmid Mini: Eppendorf (Hamburg)
UV-Free S.N.A.P. Purification Kit: Invitrogen (Leek, Niederlande)

- EndoTrap: Profos (Regensburg)

- pENTR Directional TOPOCIoning Kit: Invitrogen (Leek, Niederlande)

- GATEWAY Cloning Technology: GIBCO BRL Life Technologies

- RC DC Protein Assay: BioRad (Hercules, USA)

2.1.13 Gerate

- Electrophoresis Power Supply EPS 300: Pharmacia Biotech
- Elisa Tecan Sunrise: Tecan (Crailsheim)

- Eppendorf BioPhotometer: Eppendorf (Hamburg)
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- Eppendorf Centrifuge 5415C:

- Eppendorf Thermomixer compact:
- Eppendorf Thermomixer 5436:

- FACS Calibur:

- IKA Combimag:

- Mastercycler gradient:

- pegLab Modell A1:

- Plattenschittler:

- Rotanta 46RC:

- Speed Vac Plus SC 110A:

- Sysmex Platelet Counter PL-100:

- Binocular und Durchlichtmikroskop:
- Konfokales Laserscanning Mikroskop:
- Fluoreszenzmikroskop:

- Zeiss LSM 510:

- Phospholmager SI:

- Novex Mini-Cell:

2.1.14 Sonstiges

- Fluoresbrite TM plain YG 10 microspheres Latexbeads:
- DNA-Marker GeneRuler 100bp DNA ladder plus:

- DNA-Marker GenRuler 1kb DNA ladder:
- DNA-Marker TriDye 1kb DNA ladder:
- DNA-Marker Lambda - pUC Mix Marker:

- Proteinmarker Plus Protein Dual Color Standard:

- GEArray Q Series Human Inflammatory

Cytokine & Receptor Gene Array:

- Glas Botton Dishes Collagen coated (9 3,5 cm):
- NuPage Novex high-performance 4-12 % Bis-Tris Gels:

- NuPage MOPS SDS Running Buffer (20x):
- NuPage Antioxidant:

2.1.15Zellen und Zelllinien

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickinson

IKA-Labortechnik (Staufen)
Eppendorf (Hamburg)
Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Edmund Buhler KM-2 (Hechingen)
Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
Savant von GMI Inc. (Ramsey, USA)
Digitana (Hamburg)

Zeiss (Jena)

Leica TCS SP (Bensheim)

Nikon Diaphot 300 (Duisseldorf)

Carl Zeiss (Jena)

Molecular Dynamics (Sunnyvale, USA)

Invitrogen (Leek, Niederlande)

Polysciences (Warrington, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)

New England BioLabs (Beverly, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot)

BioRad (Hercules, USA)

SuperArray Bioscience Corporation
(Frederick, USA)

MatTek Corporation (Ashland, USA)
Invitrogen (Leek, Niederlande)
Invitrogen (Leek, Niederlande)

Invitrogen (Leek, Niederlande)

Humane embryonale Nierenepithelzellen (HEK293)

HEK293-Zellen wurden in DMEM komplett Medium in T75-Kulturflaschen (Sarstedt — Newton, USA)
bei 37°C / 5 % CO; kultiviert und bei ca. 80 % Konfluenz geerntet und neu kultiviert. Stabil transfizierte
HEK293-Zellen wurden unter zusatzlicher Gabe von 400 ug/ml G418 unter gleichen Bedingungen in

Kultur gehalten.
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Chinese Hamster Ovary Cells (CHO)

CHO-Zellen der Linie K1 wurden in HAMS F12 komplett Medium unter Zugabe von 400 ug/ml G418
und 400 pg/ml Hygromycin B in T75-Kulturflaschen (Sarstedt — Newton, USA) bei 37°C / 5 % CO,
kultiviert und bei ca. 80 % Konfluenz geerntet und neu kultiviert.

Humane mononukleéare Zellen (MNCs) und Monozyten

Die Gewinnung und Kultivierung von humanen mononuklearen Zellen (MNCs) und humanen Mono-

zyten ist unter 2.2.1.1 beschrieben.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung verschiedener Zellpopulationen aus humanem Blut

Isolierung humaner MNCs
Die Isolierung humaner MNCs erfolgte Uber eine diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation

mittels Ficoll-Paque. Das heparinisierte Vollblut gesunder Spender (Liquemin, Hoffmann-LaRoche, 20
E/ml) wurde mit gleichen Teilen HBSS gemischt. Danach wurden 40 ml des Ansatzes auf 10 ml
Biocoll Seperation Solution geschichtet. Die anschlieRende 40-minltige Zentrifugation bei 400xg und
RT wurde ohne Bremse gestoppt und der Plasmailberstand abgesaugt. Die in der Interphase sedi-
mentierten MNCs wurden mit einer sterilen Pasteurpipette geerntet und zweimal mit HBSS gewa-
schen (10 min, 400xg, 4°C). AnschlieRend wurde die Zellzahl unter Zuhilfenahme eines Zahlgerates
bestimmt (Sysmex Platelet Counter LP-100, Digitana, Hamburg) und die gewlnschte Zahl an Zellen

mit RPMI komplett auf das benétigte Volumen eingestellt.

Isolierung humaner Monozyten
Mithilfe der Gegenstrom-Elutriation (JE-6B-Elutriator, Beckmann Instruments, Minchen) wurden

Monozyten aus den humanen MNCs isoliert. Dazu wurden MNCs in HBSS mit 1 % FCS in einer Kon-
zentration von 4x10° Zellen/ml aufgenommen und bei laufendem Rotor (3000 Upm, 12°C) und einer
FlieRgeschwindigkeit von 25 ml/min in die Trennkammer des Elutriatorrotors eingeschleust. Nach
schrittweiser Steigerung der FlieRgeschwindigkeit auf 50 ml/min wurden die Zellen in Fraktionen zu 50
ml gesammelt. Die gewlinschte Monozytenfraktion wurde bei 400xg und 4°C 10 min zentrifugiert, be-
vor sie zur Charakterisierung der Reinheit anhand der Groflienverteilung der Zellen und deren Anzahl

im Channelizer (Coulter Elektronics, Krefeld) analysiert wurde.
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2.2.1.2 Zellstimulation

Stimulation von MNCs und Monozyten
Zur Stimulation von denen wie in Punkt 2.2.1.1 beschrieben isolierten MNCs und Monozyten wurden

diese in einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen/100 pl/well in einer 96er-Rundbodenplatte (Greiner
bio-one, Fa. Greiner, Frickenhausen) in RPMI komplett Medium ausgeséat. Die verwendeten Stimuli
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen in einem Volumen von 50 ul addiert und die 96-Well-
Mikrotiterplatten flir 4 h bei 37°C inkubiert. Die Verdinnung der Stimuli erfolgte in RPMI komplett
Medium. AnschlieRend wurden die 96er-Rundbodenplatten fiir 5 min bei 4°C und 1500 rpm zentrifu-

giert und der Uberstand fiir weitere Untersuchungen abgenommen und bei -20°C gelagert.

Stimulation von transient transfizierten HEK293
Von den einen Tag zuvor transient transfizierten HEK293-Zellen (Punkt 2.2.2.13) wurden das Medium

abgenommen und durch 150 pl Stimulus/Well einer 96er-Platte in unterschiedlichen Konzentrationen
ersetzt. Die Verdunnung der Stimuli erfolgte in DMEM komplett Medium. Die stimulierten Zellen wur-
den Uber Nacht bei 37°C inkubiert und der Uberstand am nachsten Tag zur weiteren Analyse abge-

nommen und bei -20°C gelagert.

Stimulation von CHO-Zellen
Die CHO-Zellen der Linie 3E10hTLR2 wurden in einer Konzentration von 0,2 x 10° Zellen/500 pl

HAMS F12 komplett Medium/well in einer 24-Wellplatte (Nunclon Surface, Nunc, Roskilde — Dane-
mark) ausgesat und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die Stimulation erfolgte durch Auswechslung des
Mediums mit dem zuvor in HAMS F12 komplett Medium verdinnten Stimulus und einer folgenden
Inkubation der Zellen fiir 18 h bei 37°C. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die Zellen

fur eine Immunfluoreszenzmarkierung vorbereitet (Punkt 2.2.3.2).

2.21.3 Phagozytose-Assay

Um zu Uberprifen, inwieweit die inflammatorische Aktivitat der synthetischen Peptidoglykanstrukturen
phagozytoseabhangig bzw. makropinozytoseabhangig ist, wurden mit verschiedenen phagozytose-
und makropinozytosehemmenden Substanzen deren Einfluss auf die inflammatorische Aktivitat ein-
zelner synPGs analysiert. Diesbezlglich wurden zum einen humane MNCs bzw Monozyten und zum
anderen transient transfizierte HEK293-Zellen im Durchflusszytometer, im konfokalen Laserscanning-
mikroskop und die Ubersténde der behandelten Zellen mittels TNF-a und IL-8 ELISA untersucht.

Durchflusszytometrie
Die phagozytierenden Eigenschaften von Monozyten und HEK293-Zellen wurden mittels FITC-gekop-

pelter Fluoresbrite TM plain YG 10 microspheres Latexbeads der Firma Polysciences (Warrington,
USA) im Durchflusszytometer bestimmt. Hierzu wurden 1x10® MNCs bzw. Monozyten in 500 ul RPMI
komplett Medium pro Well in einer 24-Wellplatte ausgesat (die HEK293-Zellen wurden einen Tag zu-
vor in einer Konzentration von 0,2x10° Zellen/500 pul DMEM komplett pro Well ausgesat) und der je-
weilige Phagozytoseblocker bzw- Makropinozytosehemmer in verschiedenen Konzentrationen addiert.
Nach 30-miniitiger Inkubation bei 37°C wurden die Uberstdnde abgenommen und pro Well 10x10°

Latexbeads in 500 uyl Medium dazugegeben und 4 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die
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Zellen in ein FACS-Rdhrchen tberfihrt und nach 5-minltiger Zentrifugation bei 4°C und 1500 rpm der
Uberstand abgenommen. Die pelletierten Zellen wurden zweimal in 1xPBS gewaschen (5 min, 1500
rem, 4°C) und anschlieend in 150 yl Azid-PBS unter Zugabe von 150 ul 3 % PFA resuspendiert und
fixiert. Bis zur weiteren Analyse am Durchflusszytometer konnten die Zellen dunkel bei 4°C bis zu 7

Tage gelagert werden.

Konfokale Laserscanningmikroskopie
Am konfokalen Laserscanningmikroskop wurden die phagozytierenden Eigenschaften von Monozyten

und deren Beeinflussung von phagozytosehemmenden und makropinozytosehemmenden Uberpriift.
Hierzu wurden erneut die FITC-gekoppelten Latexbeads verwendet. Die Monozyten wurden in einer
Konzentration von 1x10° Zellen/ml RPMI komplett Medium in Collagen-gecoateten Glas Bottom
Dishes der Firma MatTek Corporation (USA) ausgesat und Uber Nacht bei 37°C adharieren gelassen.
Dann wurden die phagozytose- bzw. makropinozytosehemmenden Substanzen addiert und ftir 30 min
bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstdnde abgenommen und 10x10° Latexbeads in
1 ml Medium addiert und der Ansatz fiir 4 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen wie unter
Punkt 2.2.3.7 beschrieben nach CD14 und Nukleinsauren immunhistochemisch angefarbt. Die Detek-
tion der gefarbten Zellen erfolgte mithilfe des Leica TCS SP Laserscanningmikroskops und der Soft-
ware TCS NT. Die Auswertung der Bilder wurde mit dem Programm IrfanView und Adobe PhotoShop
5.5 durchgefiihrt.

TNF-a und IL-8 ELISA
Der Einfluss von phagozytosehemmenden und makropinozytosehemmenden Substanzen auf die

Freisetzung von TNF-a und IL-8 wurde ebenfalls untersucht. Dazu wurden die Monozyten in einer
Konzentration von 0,5x10° Zellen/100 ul RPMI komplett Medium pro Well in einer 96-Wellplatte aus-
gesat (HEK293-Zellen wurden in einer Konzentration von 0,25x10%150 pul DMEM komplett Medium
einen Tag zuvor ausgesat) und 50 pl der dreifach konzentrierten phagozytosehemmenden bzw.
makropinozytosehemmenden Substanzen addiert (zu den HEK293-Zellen wurden 150 pl der einfach
konzentrierten phagozytosehemmenden bzw. makropinozytosehemmenden Substanz addiert). Nach
30-mindtiger Inkubation bei 37°C wurden die 96-Well-Mikrotiterplatten bei 1500 rpm und 4°C flir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand durch den entsprechenden in Medium gelésten Stimulus ersetzt. Nach
einer weiteren Inkubationszeit von 4 h wurden die Zellen erneut 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifu-
giert und der Uberstand zur weiteren Untersuchung der freigesetzten Zytokine mittels ELISA bei -20°C

gelagert.

2.21.4 Kinetik am konfokalen Laserscanningmikroskop

Die Untersuchung von transient transfizierten HEK293-Zellen mit pcDNA-Dest47 NOD2 (ber einen
bestimmten Zeitraum wurden zur Analyse der Lokalisation des NOD2-GFP Proteins in der Zelle
durchgefiihrt. Darliber hinaus wurde die Intensitat des GFP-Signals in der Zelle nach Stimulation be-
obachtet. Hierzu wurden die HEK293-Zellen wie unter Punkt 2.2.2.13 beschrieben transfiziert. Die
Stimulation erfolgte unmittelbar vor Beginn der konfokalen Laserscanninganalysen am Mikroskop im
Institut fir Immunologie des Universitatsklinikums Kiel in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stefan

Schiitze.
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2.21.5 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Braun, Ludwigshafen). Dazu
wurden die geernteten und in 5 ml Medium resuspendierten Zellen mit einer Trypanblau-Lésung 1:20

vermischt und anschlief’end die lebenden Zellen gezahlt und die Gesamtlebendzellzahl berechnet.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.21 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA aus verschiedenen Zelllinien und primaren humanen Blutzellen wurde mithilfe der

RNAeasy Mini-Saulen der Firma Qiagen isoliert. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.2.2 cDNA-Synthese

Fir die Umschreibung der RNA in cDNA wurden 11 pl der RNA mit 1 pl eines Oligo dT,.1g-Mixes
(10ligo dT42.15 von Invitrogen, Leek, Niederlande) und 1 ul eines dNTP-Mixes (dNTP-Set 100 mM
Eppendorf, Hamburg) versetzt und 5 min bei 65°C inkubiert. Nach anschlieRender 5-minitigen Ab-
kihlung auf Eis wurden 7 ul eines Mastermixes bestehend aus 4 yl 5xSuperScript llI-Puffer (Invitrogen
Leek, Niederlande), 1 pl RNAse Out Ribonuklease Inhibitor (Invitrogen, Leek, Niederlande), 1 pl
reverse Transkriptase SuperScript Ill (Invitrogen, Leek, Niederlande) und 1 yl DTT (Invitrogen, Leek,
Niederlande) addiert. Der gesamte Ansatz wurde fir 60 min bei 50°C inkubiert, danach wurde die
Temperatur fur 15 min auf 70°C erhoht. Die fertig synthetisierte cDNA konnte bei -20°C bis zur weite-
ren Bearbeitung gelagert werden.

2.2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zum Nachweis verschiedener Gene wird das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (PCR) verwen-
det. Hierbei wird das zu untersuchende Gen unter Zuhilfenahme von bestimmten sequenzspezifischen
Oligonukleotiden (Primern) unter Einbeziehung einer thermostabilen DNA-Polymerase in bestimmten

Temperaturzyklen vervielfacht.

Nachweis verschiedener Gene in verschiedenen Zelltypen
Die PCR zum Nachweis von NOD-Genen als auch von diversen Houskeeping-Genen wurde mit dem

AccuPrime SuperMix | von Invitrogen (Leek, Niederlande) durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um
eine vorgefertigte Mixtur aus Taqg DNA-Polymerase und dNTPs. Fir einen 25 ul PCR-Ansatz wurden
12,5 pl des AccuPrime SuperMix I, 9,5 ul H,O, jeweils 0,5 uyl des 100 uM forward Primers und des
reverse Primers sowie 2 pl der zu untersuchenden cDNA zusammengegeben. Die PCR wurde im
Mastercycler gradient von Eppendorf (Hamburg) durchgefiihrt. Die PCR-Bedingungen, wie Annealing-
Temperaturen und Elongationszeiten, wurden den entsprechenden Primern und den zu amplifizieren-
den Gensequenzen angepasst. Die Annealing-Temperaturen der einzelnen Primer sind in Tabelle 5
aufgefiihrt. Eine Ubersicht der allgemeinen PCR-Bedingungen ist in Tabelle 6 dargestellt. Die PCR-
Produkte konnten bis zur weiteren Untersuchung bei 4°C gelagert werden.
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Tabelle 6: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation von Gensequenzen mit dem AccuPrime SuperMix |

Schritt Zyklusphase Temperatur [°C] Zeit [s]
1 Initiale Denaturierung 94 120
2 Denaturierung 94 30
3 Hybridisierung/Annealing - 30
4 Elongation 68 30
5 Wiederholung der Schritte 2-4 30x - -
6 Finale Elongation 68 30

Gradienten-PCR
Um die optimale Annealing-Temperatur einzelner Primer zu bestimmen, konnte ein Temperaturg-

radient von beliebiger Grofle in den PCR-Cycler einprogrammiert werden, sodass die Annealing-
Temperaturen in den einzelnen Ansatzen variierten. Die Unterschiede der Annealing-Temperaturen

richteten sich nach dem einprogrammierten Gradienten.

Amplifikation von humaner NOD2 CDS
Die Amplifikation der humanen NOD2 CDS wurde mithilfe der proofreading PfuUltra High-Fidelity

DANN-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) durchgefuhrt. Diese Polymerase zeichnet sich durch
eine sehr geringe Fehlerrate der DNA-Replikation aus, was zur Erhaltung eines funktionalen Proteins
unerlasslich ist. Dartiber hinaus bildet die PfuUltra-Polymerase keine fir die Klonierung in den TOPO-
Expressionsvektor stérenden 3’-Poly-A-Enden, wie es beispielsweise bei der Taq-Polymerase haufi-
ger vorkommt. Um eine moglichst hohe Ausbeute an amplifizierter NOD2 CDS zu erhalten, wurde die
PCR in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt. Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Ansatze
ist in Tabelle 7 dargestellt sowie das verwendete PCR-Programm in Tabelle 8. Die PCR-Produkte

konnten bis zur weiteren Untersuchung bei 4°C gelagert werden.

Tabelle 7: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Amplifikation der NOD2 CDS mittels der PfuUltra DNA-Polymerase

PCR-Reagenz Volumen [pl]
Wasser, steril 40
10x PfuUltra-Puffer 5
dNTPs (10 mM each) 1
Template pcDNA3NOD2 (100ng/ul) 1
Primer forward (100ng/ul) 1
Primer reverse(100ng/ul) 1
PfuUltra-Polymerase (2,5 U) 1
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Tabelle 8: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation der NOD2 CDS mit der DNA-Polymerase PfuUltra

Schritt Zyklusphase Temperatur [°C] Zeit [s]
1 Initiale Denaturierung 95 120
2 Denaturierung 95 60
3 Hybridisierung/Annealing 59 60
4 Elongation 72 210
5 Wiederholung der Schritte 2-4 29x - -
6 Finale Elongation 72 600

Kolonie-PCR
Um transformierte Bakterien ohne vorherige Plasmidpraparation (Punkt 2.2.2.9) auf ihre Plasmid-

zusammensetzung hin untersuchen zu kénnen, macht man sich das Prinzip der Kolonie-PCR zunutze.
Dabei werden anstelle der cDNA einer normalen PCR (Punkt 2.2.2.3) Bakterien einer einzelnen Kolo-
nie als Template/Vorlage fiir die Amplifikation verwendet. Hierzu wird mit einer sterilen 10 ul Pipetten-
spitze eine einzelne Kolonie gepickt und die an der Spitze haftenden Bakterien direkt im PCR Ansatz
resuspendiert. Die Bakterien werden im PCR Cycler durch die hohen Temperaturen der ersten PCR-

Schritte denaturiert,und die Primer kdnnen an das Plasmid hybridisieren.

2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von DNA-Molekiilen anhand |hrer Ladung und
Grole in einer Agarose-Matrix. Die positiv geladenen DNA-Molekiile wandern zum positiven Pol, wo-
bei kleinere Molekile aufgrund des geringeren Widerstandes des Agarosegels schneller wandern als
grofe.

Die Agarose wurde in Konzentrationen von 0,8-1 % (w/v) in 1xTBE-Puffer durch Aufkochen geldst und
anschlie3end durch vorsichtiges Ruhren auf ca. 60°C abgekuhlt. 5 pl der EthBr-Ldsung (1 pg/ml) wur-
den auf 100 ml flissige Agarose gegeben und anschlieRend das Gel gegossen. Nach Auftragung der
Proben (10 ul Probe + 2 ul schwere Losung) wurde die Elektrophorese durch Anlegen einer Spannung
von 80-120 Volt in 1XTBE gestartet. Die Dokumentation des Gels erfolgte bei UV-Licht (320 nm) und
wurde mittels des ChemiDoc-Geldokumentationssystems und der Quantity One 4.1.1-Software analy-

siert.

2.2.2.5 DNA-Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten diente der genaueren Analyse von Plasmiden oder
PCR-Produkten und wurde mit diversen Restriktionsenzymen durchgefiihrt. Eine Liste der verwende-
ten Enzyme und deren eingesetzte Konzentrationen sowie deren optimale Wirkungstemperatur sind in
Tabelle 9 aufgefuhrt.
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Tabelle 9: Verwendete Restriktionsenzyme und deren Inkubationszeiten sowie -temperaturen

Enzvmname Bezugsquelle Inkubations- Inkubationsdauer
y! 9sq temperatur [°C] [min]
BsrGl New England | 570¢ , ggp 90
Biolabs
Sacll New England | 570¢ 90
Biolabs
Xmnll New England | 5705 4 pga 90
Biolabs
Hindlll New England | 57, 90
Biolabs

Fir einen typischen 20 ul Restriktionsverdau wurden 0,5 ug DNA, 2 ul des entsprechenden mitgelie-
ferten 10xPuffers, 5 Units/ug DNA-Restriktionsenzym und gegebenenfalls 1 % einer 100xBSA-Lésung
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei den der Tabelle 9 zu entnehmenden Temperaturen und in den
genannten Zeiten. Anschlielend wurden die verdauten DNA-Fragmente in einer Agarose-Gel-

elektrophorese aufgetrennt und analysiert.

2.2.2.6 TOPO Cloning Kit

Zur Klonierung der humanen NOD1 und NOD2 CDS wurde das pENTR Directional TOPO Cloning Kit
(Invitrogen, Leek, Niederlande) verwendet. Als Entry-Vektor wurde der pENTR/D-TOPO-Vektor be-
nutzt, um anschlieRend die NOD1 bzw. NOD2 CDS in einen Gateway Expression-Vektor Uberfliihren
zu kénnen. Um die gewlinschte Gensequenz in den Entry-Vektor klonieren zu kdnnen, muss diese
mithilfe spezieller Primer so modifiziert werden, dass am 5’-Ende des zu klonierenden Fragmentes ein
Uberhang aus vier Basen der Sequenz CACC vorhanden ist. Dieser Uberhang ermdglicht die Klonie-
rung des gewlinschten Fragments in der richtigen Richtung des Entry-Vektors. Die TOPO Cloning Site
sowie die Vektorkarte sind in Abbildung 5 und 6 dargestellt.

TOPO
el ccc T Q
(2 QGG ARG TGQ <

Abbildung 5: Vektorkarte des pENTR/D-TOPO-Vektors; Quelle: Invitrogen (Leek, Niederlande)
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13 forward (-20) priming site

r 1 5
501 TAACGCTAGC ATGGATGTTT TCCCAGTCAC GACGTTGTAA AACGACGGCC AGTCTTAAGC TCGGGCCCCA AATARTGATT

attL1
581 TTATTTITGAC TGATAGTGAC CTGTITCGTTG CARCARATTG ATGAGCAATE CTTTTTTATA ATGCCARCT TG TAC ALA
ARC ATG TTT
Not | Asc | Leu Tyr Ly=
| | L
§59 AMA GCA GGC TCC GCG GCC GCC CCC T NN ARG GGT GGG CCGC GCC GAC CCA GCT TTC TTG
TTT CGT CCG AGG CGC CGG CGG GGG RAAG TCCONVISENNN TTC CCA CCC GCC CGE CTE GC3T CCGA RAG ARC
Lys Ala Gly Ser ZAla Rla Ala Pro Phe Thpg Lys Gly Gly Arg Ala Asp Pro Ala Phe Leu
aitL2
719 TAC AARGTTGGC ATTATARAGARR AGCATTGCTT ATCRATTTGT TGCRACGRAC AGGTCACTAT CARGTCRAALT ARRATCATTA
ATG
Tyr 13 reverse priming site

- 1 r 1
801 TTTGCCATCC AGCTGATATC CCCTATAGTS AGTCGTATTA CATGGTCATA GCTGTTTCCT GGCAGCTCTG

Abbildung 6: TOPO Cloning Site des pENTR/D-TOPO-Vektors; Quelle: Invitrogen (Leek, Niederlande)

Die gewtlinschte TOPO-Klonierungsreaktion wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die durch die TOPO-Reaktion gewonnenen pENTR/D-TOPO NOD1- und pENTR/D-TOPO NOD2-
Plasmide sind in Abbildung 7 gezeigt.

attL2 attL2
T7 promoter T7 promoter
T7 primer T7 primer
M13 reverse primer M13 reverse primer
Kan(R) Kan(R)

Clone pENTR/D-TOPO NOD1
5442bp

Clone pENTR/D-TOPO NOD2

69 by
7o pUC origin

pUC origin

\_rrnB T2 transcription terminator
\\/rrnB T2 transcription terminator \\\rrnB T1 transcription terminator
rrnB T1 transcription terminator M13 (-40) forward primer
\Mﬂ (-40) forward primer M13 (-20) forward primer
M13 (-20) forward primer attL1
attL1

Abbildung 7: Vektorkarten der Plasmide pENTR/D-TOPO NOD1 und pENTR/D-TOPO NOD2

Um den korrekten Einbau der gewlinschten Sequenz in den Entry-Vektor Gberprifen zu kdnnen, wur-
den die Plasmide nach Arbeitsanweisung des Herstellers in chemisch kompetente One Shot TOP10
E. coli transformiert (Punkt 2.2.2.8) und diese uber Nacht hochgezogen. Nachdem anschlieflend
Plasmidpraparationen (Punkt 2.2.2.9) mehrerer Kolonien durchgefiihrt wurden, konnten die Plasmide

durch Restriktionsverdau verschiedener Enzyme und anschliefender Auftrennung der Fragmente
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mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert werden (Punkt 2.2.2.4). Ausgewahlte und infrage

kommende Plasmide wurden zur genaueren Analyse sequenziert (Punkt 2.2.2.12).

2.2.2.7 Gateway Technology

Die Gateway Technology macht sich die schnelle und effiziente Fahigkeiten des Bakteriophagen
Lambda zunutze, seitenspezifische Rekombination zu betreiben. Dadurch kénnen spezifische Gene,
welche sich in einem Entry-Vektor befinden und von speziellen Sequenzen flankiert werden (den attL1
und attL2 sites im Entry-Vektor und den attB1 und attB2 sites im Expression-Vektor), einfach und
effizient in einen Gateway Expression-Vektor umkloniert werden. Dies geschieht (iber eine so ge-
nannte LR-Reaktion, in der Uber die attL1 und attL2 sites des Entry-Vektors und die aatB1 und attB2

sites des Expression-Vektors mithilfe eines LR-Clonase-Enzym-Mixes das Gen transferiert wird.

Die LR-Reaktion wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt und die anschlieRend chemisch trans-
formierten Bakterien mithilfe von Restriktionsanalysen untersucht. Ausgewahlte und infrage kom-
mende positive Plasmide wurden anschliellend sequenziert. Die verwendeten Expression-Vektoren

sind in Abbildung 8 dargestellt. Die fusionierten Expressions-Vektoren sind in Abbildung 9 gezeigt.

117  attR1 [CmRETEY attR2 [V5 epitope  6xHis || 17 JatR1] attR2| GFP_||

pcDNA-DEST47

7780 bp

Abbildung 8: Vektorkarten der Plasmide pcDNA-Dest40 und pcDNA-Dest47; Quelle: Invitrogen (Leek, Niederlande)



Material und Methoden

36

GFP reverse primer

Cycle 3 GFP
BGH pA
f1 origin

GFP reverse primer

attB
Cycle 3 GFP
BGH pA
f1 origin

Nod1 NOD;
SV40 early promoter SV40 early promoter
PcDNA DEST47 NOD1 ﬂ\NeoR) pcDNa Destd7 NOD2 E—/N“ ®)
9027 bp 9354 bp
T7 promoliv —~ T7 promoter
T7 primer // SV40 pA atth?// SV40 pA
LMV forward primer T7 primer /
CMV promoter CMV forward prime}%
CMV promoter pUC origin
bla promoter pUC origin bla promoter

Amp(R) Amp(R)

Abbildung 9: Vektorkarten der Plasmide pcDNA-Dest47 NOD1 und pcDNA-Dest47 NOD2

2.2.2.8 Transformation

Die Transformation von Bakterien beinhaltet das Einbringen von Fremd-DNA (Plasmide/Vektoren) in
ein Bakterium. Ziel ist es, die Fremd-DNA mithilfe der Bakterien zu vervielfachen, um sie hinterher
genauer analysieren zu kénnen.

Die Transformation von Fremd-DNA in chemisch kompetenten One Shot TOP10 E. coli-Zellen erfolgte
Uber verschiedene Temperaturschritte. Fir jeden Transformationsansatz wurden 50 pl der One Shot
TOP10 E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut, zu denen dann 1 ul der Fremd-DNA addiert wurde. Der Ansatz
wurde 30 min auf Eis inkubiert, anschlieBend exakt fur 30 sec auf 42°C erhitzt und dann erneut auf
0°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 250 pl vorgewarmtem SOC-Medium wurden die Reaktionsgefalle
bei 37°C fir genau eine Stunde bei 225 rpm inkubiert. Danach wurden 10 und 100 pl des Ansatzes
auf LB-Agarplatten mit Ampicillin oder Kanamycin, abhangig vom verwendeten Plasmid, ausplattiert
und uber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die einzelnen Kolonien mittels Kolonie-PCR
(Punkt 2.2.2.3), (Punkt 2.2.2.9), Restriktionsverdau (Punkt 2.2.2.5) und
Sequenzierung (Punkt 2.2.2.12) analysiert.

Plasmidpraparation

2.2.29 Isolierung von DNA aus Bakterienkulturen (Mini- und MidiPrep)

Um die nach der Transformation erhaltenen Plasmide aus den Bakterien zu isolieren, wurde bei einem
Bakterienkulturvolumen von max. 5 ml eine MiniPrep und bei einem Bakterienkulturvolumen von max.
200 ml eine MidiPrep durchgefihrt. Dabei wurden die Zellen lysiert und die Plasmid-DNA mittels Bin-
dung und Eluierung an und von einer Saulenmatrix isoliert. Fuir eine MiniPrep wurde das Fast Plasmid
Mini Kit von Eppendorf (Hamburg) verwendet, flr eine Praparation eines grof3eren Bakterienkultur-
volumens wurde das EndoFree Plasmid Mega Kit von Qiagen (Hilden) benutzt. Die Isolation erfolgte

nach Herstellerangaben.



Material und Methoden 37

2.2.2.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Ermittlung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgte bei einer Extinktion von 260 nm an dem

Spektralphotometer Eppendorf BioPhotometer.

2.2.2.11 Aufreinigung und Extraktion von Nukleinsduren aus Agarosegelen

Um die mittels der TOPO-Primer generierten spezifischen PCR-Produkte der humanen NOD1 bzw.
NOD2 CDS in den pENTR/D-TOPO klonieren zu kénnen, missen diese zuvor von den Ubrigen Oligo-
nucleotiden (Primern) separiert werden. Dies erfolgt Uber die Aufreinigung des PCR-Fragmentes mit-
hilfe des S.N.A.P. UV-Free Purification Kit von Invitrogen. Die Anwendung erfolgte nach Hersteller-
angaben.

2.2.2.12 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmide wurde von der Firma MWG Biotech AG in Ebersberg durchgefiihrt.
Hierzu wurden 2ug/ul Plasmid-DNA mit der Vakuum-Zentrifuge Speed Vac Plus SC 110A (von
Savant) lyophilisiert und anschlieRend an die o0.g. Firma geschickt.

2.2.2.13 Transfektion von HEK293-Zellen

Die Transfektion von Fremd-DNA in HEK293-Zellen erfolgt unter der Zuhilfenahme verschiedener

Transfektionsreagenzien.

Polyfect
Bei Verwendung des Transfektionsreagenzes Polyfect von Qiagen wurden zuvor 2,5 x 10° HEK293-

Zellen/150 yl DMEM komplett pro Well in einer 96er-Platte tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurden pro Well 200 ng des zu transfizierenden Plasmids mit 30 yl DMEM-Medium pur und 1 pl
Polyfect 10 sec gevortext und dann 10 min bei RT stehen gelassen. Danach folgte die Zugabe von
120 yl DMEM komplett und der anschlielRende Ersatz des Mediums durch den 150 pl umfassenden

Polyfectansatz. Fir weitere Untersuchungen wurden die Zellen erneut 24 h lang bei 37°C inkubiert.

Nanofectin
Das Transfektionsreagenz Nanofectin wurde zur Untersuchung von transfizierten HEK293-Zellen am

konfokalen Laserscanningmikroskop verwendet. Dazu wurden 0,3 x 10® HEK293-Zellen/1 ml DMEM
komplett/Glas Bottom Dishes (MatTek Corporation, USA) ausgesat und 24 h bei 37°C inkubiert. An-
schlieRend wurden 2 ug des zu transfizierenden Plasmids mit 333 ul DMEM pur und 6,6 ul Nanofectin
10 sec gevortext und dann 10 min bei RT stehen gelassen. Nach Addition von 800 yl DMEM komplett
wurde das Medium in den Glas Bottom Dishes durch den Nanofectinansatz ersetzt und die Zellen
erneut flr 24 h bei 37°C inkubiert.

2.2.2.14 cDNA-Microarray-Analysen

Um die Regulation von verschiedenen Zytokimen und deren Rezeptoren in humanen Monozyten nach

Stimulation mit den Substanz TSDiP und Pam3CSK4 auf Genebene analysieren zu kénnen, wurden
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cDNA-Microarray-Analysen durchgefuhrt. Dazu wurden aus drei verschiedenen Spendern die RNA
isoliert, gepoolt (jeweils in gleichen Teilen 0,2 bis 1,0 yg RNA/ Spender und Ansatz) und fir die cDNA-
Microarray-Analysen nach Durchfiihrung einer PCR mittels des AmpoLabelling Kits (SuperArray Bio-
science Corporation, Frederick, USA) und unter Verwendung von P*-markierten dCTP-Nukleotiden
(Hartmann-Analytik) eingesetzt. Die Hybridisierung der cDNA auf die Zytokime & Receptor Gene
cDNA Microarrays erfolgte nach Herstellerangaben der Firma SuperArray Bioscience Corporation
(Frederick, USA).

Direkt im Vorwege der Hybridisierung der PCR-Amplikons auf die Arraymembranen wurde die DNA
2 min bei 95°C denaturiert. Nach 18 h Hybridisierung bei 60°C wurden die Membranen mehrfach ge-
waschen, in Szintillationsfolien (PerkinElmer; Wellesley, USA) blasenfrei eingeschweil3t und fiir 120 h
bei Raumtemperatur auf Phospholmage-Belichtungsplatten (Molecular Dynamics; Sunnyvale, USA)
aufgelegt. Das Einlesen der belichteten Platten erfolgte mithilfe eines Phospholmager Sl (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, USA) und der Image Quant Software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA).
Die abschlielende mathematische Kalkulation der Rohdaten (Grideinteilung, Hintergrundsubtraktion,
Datennormalisierung) wurde mithilfe der Phoretix Array v3.11 Software von Nonlinear Dynamics

(Newcastle upon Tyne, GB) durchgeflhrt.

2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Zytokinbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration verschiedener Zytokine wurden ELISAs verschiedener Firmen
verwendet. In Tabelle 10 sind die eingesetzten und verwendeten ELISAs aufgefihrt. Die Durchfih-
rung wurde nach Herstellerangaben praktiziert. Die Absorptionsmessung der entwickelten ELISAs
erfolgte bei einer Wellenlange von 550 nm am Elisa Tecan Sunrise Reader der Firma Tecan (Crails-

heim). Zur Auswertung wurde die Software Magellan 2 verwendet.

Tabelle10: Ubersicht der verwendeten ELISAs und deren Bezugsquellen

Zytokin Bezugsquelle des ELISA
human TNF-a Intex AG
human IL-1R R/D-Systems
human IL-5 eBioscience
human IL-6 eBioscience
human IL-8 Biosource
human MDC R/D-Systems
murin TNF-a Biosource
murin IL-6 Biosource

2.2.3.2 Immunofluoreszenzmarkierung fiir die FACS (Fluorescence-activated Cell-
Sorting)-Analyse

Die CHO-Zellen der Linie 3E10hTLR2 exprimieren humanes TLR2 sowie humanes CD14. Die Zelllinie
wurde so transformiert, dass nach Stimulation der CHO-Zellen Uber einen der oben aufgeflhrten
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Rezeptoren NF-kB translokiert wird und dadurch das humane Molekul CD25 als Teil des humanen IL-
2-Rezeptors auf der Oberflache expremiert wird. Dieses Molekil kann dann Ulber die Bindung von
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern im Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Hierzu wurden die
wie in Punkt 2.2.1.2 beschrieben stimulierten CHO-Zellen mit 500 ul T/E-Losung fir 5 min bei 37°C
aus den Wells geldst und nach anschlieRender Uberfiihrung in ein FACS-Réhrchen 5 min bei 1500
rom und 4°C zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden 3 pl des a-humanCD25-PE-
gekoppelten Antikdrpers in 100 pl 1xPBS addiert und der Gesamtansatz gemischt. Danach folgte eine
Inkubation im Dunkeln bei 4°C flir 20 min. Nach Addition von 300 ul 1xPBS und anschliellender Ver-
mischung wurden die Zellen fiir 5 min bei 1500 rpm und 4°C pelletiert und danach in 200 pl 1xPBS
unter Zugabe von 200 pl 3 % PFA addiert und fixiert. Bis zur weiteren Untersuchung am Durchfluss-

zytometer konnten die Ansatze bei 4°C bis zu 7 Tage dunkel gelagert werden.

2.2.3.3 Praparation von Zelllysaten fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Nach der Stimulation und Zentrifugation (5 min, 1500 rpm, 4°C) der Zellen wurde der Uberstand ab-
genommen und das Zellpellet in 150 yl Lysepuffer lysiert. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Her-
stellerangaben mit dem RC DC Protein Assay der Firma BioRad (Hercules, USA). Die Messung der
Proteinkonzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 700 nm im Tecan Reader vor-
genommen. Die Lysate wurden anschlieRend 1:2 mit Ld&mmli-Puffer verdinnt und fir 5 min bei 95°C
reduziert.

2.2.3.4 SDS-PAGE

Gleiche Mengen der zu untersuchenden Proteinlysate sowie ein Standard Proteinmarker (Plus Protein
Dual Color Standard, BioRad, Hercules, USA) wurden in die Taschen der NuPage Novex high-
performance 4-12 % Bis-Tris-Gels der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) aufgetragen. Der Lauf
erfolgte in NuPage MOPS SDS Running Buffer der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) unter redu-
zierenden Bedingungen (NuPage-Antioxidant, Invitrogen, Leek, Niederlande) fur 1 h bei 200 Volt in

der Novex Mini-Cell (Invitrogen, Leek, Niederlande).

2.2.3.5 Westernblot auf PVDF-Membran und immunhistochemische Farbung

Die in der SDS-PAGE nach Ladung und Grofe aufgetrennten Proteine wurden nun mittels eines
Westernblots auf eine PVDF-Membran geblottet, um diese immunhistochemisch nachzuweisen. Das
Blotten wurde in der Novex Mini-Cell (Invitrogen, Leek, Niederlande) nach Herstellerangaben in
Transfer Puffer (50 ml 20x NuPage-Transfer-Buffer, 100 ml Methanol, 1 ml NuPage-Antioxidant, 850
ml Aqua dest.) fir 1-2 h bei 30 Volt durchgefiihrt.

2.2.3.6 Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen auf einer Nitrocellulose-
Membran

Um die Uber den Westernblot auf die PVDF-Membran Ubertragenen Proteine nachweisen zu kdnnen,

wurden die unter Punkt 2.1.3.3 in Tabelle 3 aufgefiihrten Primarantikérper und deren Verdinnungen
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sowie die aufgelisteten Sekundarantikdrper verwendet. Die Nitrocellulose-Membran wurde nach kur-
zem Waschen der Membran in 1xPBS 1 h zum Blocken der unspezifischen Bindungsstellen in Block-
puffer der Firma Odyssey Li-Cor (Lincoln, USA) bei RT inkubiert, bevor der Primarantikérper bei 4°C
Uber Nacht zur Inkubation addiert wurde. Nach mehrmaligem Waschen der Membran in T/PBS (0,1 %
(v/v) Tween in PBS-Lésung) wurde am nachsten Tag flr 1 h bei RT und im Dunkeln der Sekundar-
antikérper zu der Membran gegeben. Erneut wurde die Membran mehrmals in T/PBS gewaschen,
bevor die Sekundarantikdrper durch Anregung mit Licht der Wellenlangen 700 nm und 800 nm im
Blot-Scanner Odyssey Li-Cor detektiert werden konnten. Die Auswertung der Blots erfolgte mit der

Software Odyssey v1.2.

2.2.3.7 Immunhistochemische Farbung von fixierten Zellen fiir die konfokale
Laserscanningmikroskopie

Der Nachweis von Proteinen in fixierten Zellen erfolgte Uber immunhistochemische Farbungen.
Organellen und Nukleinsduren wurden mithilfe direktmarkierender Farbstoffe/Fluorochrome gefarbt.
Zum Nachweis von Proteinen und Organellen wurden Monozyten in einer Konzentration von 1x10°
Zellen/ml RPMI komplett Medium in Collagen-gecoateten Glas Bottom Dishes der Firma MatTek
Corporation (USA) ausgesat. Zur immunhistochemischen Farbung von HEK293-Zellen wurde diese
wie unter Punkt 2.2.2.13 beschrieben zuvor transient transfiziert. Der allgemeine
immunhistochemische Nachweis der Proteine und Organellen erfolgte nach dem in Abbildung 10
gezeigten Schema. Die verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper sowie deren Verdinnungen
sind unter Punkt 2.1.3.2 sowie in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Analyse der immunhistologisch gefarbten
Zellen erfolgte am konfokalen Laserscanningmikroskop TCS SP der Firma Leica unter Zuhilfename
der Software TCS NT. Die Auswertung der Bilder wurde mit dem Programm IrfanView und Adobe
PhotoShop 5.5 durchgeflihrt.

2.2.4 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders angegeben ist, wurden die Versuche dreimal durchgefiihrt. Die statistische Aus-

wertung erfolgte mithilfe des Student t-Tests.
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Fixierung m*75 ul 3% PFA

¢

1x Waschen mit 1x TBS

!

Blocken mit 75 pl Blockpuffer

1x Waschen mit 1x TBS

Permeabilisieren mit 75 pl Permeabilisierungspuffer

¢

1x Waschen mit 1x TBS

‘_

75 pl primarer Antikérper

{

1x Waschen mit 1x TBS
ggf. 75 ul sekundarer Antikorper
1x Waschen,mit 1x TBS
bei Mehrfachférbungen Schritt 7 bis 10 wiederholen
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Abbildung 10: Schema der immunhistochemischen Nachweismethode von Proteinen und die Farbung von Organellen
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3 Ergebnisse

3.1 Inflammatorische Aktivitat synthetischer
Peptidoglykanstrukturen

Um die inflammatorische Aktivitat verschiedener synthetischen Peptidoglykanstrukturen (Abbildung 4)
auf humane Immunzellen zu untersuchen, wurden die von humanen mononukledren Zellen (MNCs)
und humanen Monozyten nach der Stimulation mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen freigesetz-
ten Mengen des humanen Tumornekrosefaktor a (TNF-a) im ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-
Sorbent-Assay) gemessen. Eine Verunreinigung der synthetischen Peptidoglykanstrukturen durch
Lipopolysaccharide (LPS) konnte im Vorwege mithilfe eines Limulus amebocyte lysate (LAL)-Tests

ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.1 TNF-a-Freisetzung humaner mononuklearer Zellen (MNCs) und
Monozyten

Zur Bestimmung der TNF-a-Konzentrationen wurden humane MNCs und Monozyten mit ansteigenden
Konzentrationen (1, 10, 100, und 1000 ng/ml) von MDP, MTriP, MTetraP, TS, TSDiP, TSTriP,
TSTetraP, TSPentaP, OS und OSDIP fiir 4 h bei 37°C stimuliert und der Uberstand anschlieRend im
ELISA untersucht. Verschiedene Konzentrationen einer Lipopolysaccharid-Praparation von
S.friedenau (LPS), Peptidoglykan aus Saphylococcus aureus und 10 und 100 nM Pam3CSK4 dienten
als Positivkontrollen sowie steriles DMEM komplett Medium als Negativkontrolle. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 11 und 12 dargestellt.

Es konnte deutlich gezeigt werden, dass synthetische Peptidoglykanstrukturen mit Peptidketten, die
aus mehr als drei Aminosauren bestehen, keine Freisetzung von TNF-a in humanen MNCs sowie
Monozyten induzierten, wohingegen synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit Peptidketten aus min-
destens zwei Aminosduren und maximal drei Aminosauren die Immunzellen zur Freisetzung des in-
flammatorischen Zytokins anregen. Die Anzahl der Saccharideinheiten in den synthetischen Peptido-
glykanstrukturen spielen dabei keine Rolle. So kénnen Monosaccharide (Muramyldi- und -tripeptid
[MDP, MTriP]), Tetrasaccharide (Tetrasacchariddi-, -tri-, -tetra- und -pentapeptid [TSDiP, TSTriP,
TSTetraP, TSPentaP]) und das Octasacchariddipeptid (OSDiP) humane MNCs und Monozyten zur
Freisetzung des Zytokins TNF-a anregen. Darlber hinaus ist eine Mindestkonzentration der syntheti-
schen Peptidoglykanstrukturen von 100 ng/ml bei MNCs erforderlich, um eine Freisetzung von TNF-a
im ELISA detektieren zu kénnen. Bei der Stimulation humaner Monozyten reicht eine Konzentration
der synthetischen Peptidoglykanstrukturen von 10 ng/ml aus, um eine Freisetzung von TNF-a zu in-
duzieren. Bei einer Konzentration von 100 ng/ml synPG kann die maximale TNF-a-Freisetzung be-
obachtet werden. Eine Menge von 1000 ng/ml flihrt bei humanen Monozyten bereits zu einer im Ver-

gleich zu 100 ng/ml reduzierten TNF-a-Ausschiittung.
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Abbildung 11: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstéanden 4 h stimulierter MNCs mittels ELISA
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Abbildung 12: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstinden 4 h stimulierter Monozyten mittels ELISA

3.2 Untersuchungen des Einflusses inhibitorischer Antikorpern

3.2.1 TLR2-Abhingigkeit

" und Lien et al. ® konnte gezeigt werden, dass PG-

Von Aliprantis et al. % Schwandner et al.
Praparationen und Lipopeptide wie Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid 2kDa (Malp2) und
Pam3CSK4 von dem angeborenen Immunsystem durch den Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) erkannt wer-
den und z. B. bei humanen MNCs und Monozyten eine TNF-a-Freisetzung induzieren. Hier sollte
analysiert werden, ob durch einen antagonistischen TLR2 Antikérper die Freisetzung des Zytokins

TNF-a in mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen stimulierten MNCs blockiert werden kann. Dafir
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wurden die Monozyten fur 30 Min mit 10 pg/ml antagonistischen a-TLR2 Antikérper inkubiert und
anschlieRend fir 4 h mit 1000 ng/ml synthetischen Peptidoglykanstrukturen (MDP, MTriP, MTetraP,
TSDiP, TSTriP, TSTetraP, TSPentaP) stimuliert. Als Positivkontrolle eines mittels des
antagonistischen a-TLR2 Antikérper blockierbaren TLR2-Stimulus wurden die Zellen mit 1000 und
10000 ng/ml einer Praparation von PG stimuliert. Die Ergebnisse des TNF-a-ELISA sind in Abbildung
13 aufgefihrt.

Neben einer allgemeinen, aber nicht signifikanten Reduktion der TNF-a-Freisetzung durch die Vor-
inkubation der MNCs mit dem antagonistischen a-TLR2-Antikdrper kann keine Beeinflussung der
Induktion von TNF-a in den mit den synthetischen Peptidoglykanstrukturen stimulierten MNCs be-
obachtet werden. Somit kann ausgeschlossen werden, dass die durch synthetische Peptido-
glykanstrukturen induzierte TNF-a-Freisetzung tber TLR2 induziert wird. Lediglich die erwartete kom-
plette Blockierung der TNF-a-Freisetzung nach der Stimulation mit der PG-Praparation ist detektier-

bar, da die Lipopeptide in den PG-Praparationen tber TLR2 erkannt werden.
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Abbildung 13: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstédnden 4 h stimulierter und fiir 30 min mit 10 pg/ml a-TLR2
Antikorper vorinkubierter humaner Monozyten

3.2.2 CD14-Abhingigkeit

In verschiedenen Versuchen wurde von Triantafilou et al. ® und Manukyan et al. ® nachgewiesen,
dass CD14 als Rezeptormolekul bei der Erkennung von LPS lber TLR4 und Pam3CSK4 lber TLR2
eine wichtige Rolle spielt. Der Einfluss von CD14 auf die Erkennung von spezifischen Liganden Uber
intrazellulare Toll-like-Rezeptoren, wie TLR3, TLR7/8 und TLR9, konnte bis heute nicht gezeigt wer-
den. Um zu untersuchen, ob das Rezeptormolekil CD14 eventuell einen Einfluss auf die Erkennung
von synthetischen Peptidoglykanstrukturen hat, wurden humanen Monozyten vor der Stimulation mit
aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen fiir 30 min mit 10 pg/ml anti-CD14 Antikorper vorinku-
biert und anschlieend fiir 4 h bei 37°C mit verschiedenen Konzentrationen OSDiP und TSDiP (1000,
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3000, 10000 ng/ml) sowie Peptidoglykan (PG) (1000, 3000, 10000 ng/ml) und Lipopolysaccharid
(LPS) (1, 10 ng/ml) inkubiert. In Abbildung 14 sind die Ergebnisse des TNF-a ELISAs dargestellt.

Deutlich zu erkennen ist, dass der anti-CD14 Antikorper einen starken negativen Einfluss auf die Er-
kennung von LPS aufweist, indem die Freisetzung von TNF-a nach der Vorinkubation mit dem anti-
CD14 Antikorper und anschlieBender Stimulation mit LPS nahezu vollstéandig blockiert wird. Ahnliches
ist nach der Stimulation mit PG zu beobachten. Der anti-CD14 Antikérper scheint die TNF-a-Freiset-
zung zu reduzieren. Dagegen ist nach der Stimulation mit OSDiP und TSDiP keine signifikante Re-
duktion der TNF-a-Freisetzung zu beobachten, was eine CD14-unabhangige Erkennung von syntheti-

schen Petidoglykanstrukturen impliziert.

2500
s

2000 -

T 1500
=)
2
'S

Z 1000 1

500 |

0 M

1 ‘ 10
OSDiP LPS

Stimuli [ng/ml]

|O- anti-CD14 W+ anti-CD14]

Abbildung 14: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstanden 4 h stimulierter und fiir 30 min mit 10 pg/ml a-CD14
Antikdrper vorinkubierter humaner Monozyten

3.3 TLR2-Abhangigkeit in chinese hamster ovary (CHO)-Zellen

Um zu verifizieren, dass synthetische Peptidoglykanstrukturen nicht Giber TLR2 erkannt werden, wur-
den mit humanem TLR2 stabil transfizierte CHO-Zellen mit 10000 ng/ml synthetischen Peptido-
glykanstrukturen (MDP, MTriP, MTetraP, TSDiP, TSTriP, TSTetraP, TSPentaP) stimuliert. Diese Zell-
linie exprimiert nach der Stimulation Gber humanes TLR2 das Molekul CD25 auf der Zelloberflache.
Dieses Molekul kann anschlieBend mittels PE-markierter Antikérper gegen CD25 im Durchflusszyto-
meter detektiert werden. Als Positivkontrolle wurden die CHO-TLR2-Zellen mit den TLR2-Agonisten
PG (1000 und 10000 ng/ml) und PAM3CSK4 (100 nM) stimuliert. Als Negativkontrolle dienten Medium
inkubierte CHO-TLR2-Zellen.

Wie in Abbildung 15 ersichtlich, ist in den CHO-TLR2-Zellen nach der Stimulation mit synthetischen
Peptidoglykanstrukturen keine induzierte Expression des Molekiils CD25 auf der Zelloberflache zu
beobachten. Einzig nach Stimulation mit den TLR2-Agonisten PG und PAM3CSK4 kann eine Expres-

sion des Molekills CD25 auf der Zelloberflache detektiert werden. Dies unterstitzt das Ergebnis aus
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Abbildung 13, in dem keine Beteiligung von TLR2 an der Erkennung von biologisch aktiven syntheti-

schen Peptidoglykanstrukturen nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 15: Detektion der TLR2-Aktivierung in 18 h stimulierten CHO-TLR2-Zellen anhand der CD25-Expression im FACS-
Calibur. Die Expression von CD25 auf der Zelloberflache ist angegeben als Geo Mean Fluorescence Intensity [GMFI]

3.4 Stimulation von TLR-transfizierten HEK293-Zellen

Nachdem in Versuch 13 und 15 gezeigt werden konnte, dass synthetische Peptidoglykanstrukturen
nicht tdber humanes TLR2 erkannt werden, sollte mithilfe transient transfizierter HEK293-Zellen Uber-
pruft werden, inwieweit TLR1, TLR3, TLR5, TLR6, TLR7/8 und TLR9 in der Erkennung der syntheti-
schen Peptidoglykanstrukturen involviert sind. Hierzu wurden die HEK293-Zellen mit den jeweiligen
TLR-Gen-tragenden Plasmiden (je 200 ng/2,5 x 10° HEK293-Zellen) sowie den Plasmiden mit den
Genen fiir die erforderlichen Adaptormolekiile (je 25 ng/2,5 x 10° HEK293-Zellen) transient transfiziert
und anschlieBend mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen (MTriP, MTetraP, TS, TSDiP, TSTriP,
TSTetraP, TSPentaP, OS; OSDiP, GMDP, MDP) stimuliert. Als Positivkontrolle wurden die HEK293-
Zellen mit den flr den jeweiligen TLR spezifischen Agonisten stimuliert. Der TLR2-Agonist war PG
(1000, 5000, 10000 ng/ml) bzw. Pam3CSK4 (10 und 100 nM), bei TLR4 wurde mit 1, 10 und 100
ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert. Die Uberstéande der Zellen wurden nach 18 h im IL-8-ELISA
analysiert.

In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der TLR2/CD14 undTLR2/MD2/CD14 transfizierten HEK293-
Zellen dargestellt. CD14 und MD2 sind Adaptorproteine, welche bei der Erkennung von TLR4- bzw.
TLR2-Agonisten von Bedeutung sind, indem sie die Erkennung des stimulatorischen Molekils durch
eine Komplexbildung mit TLR2 oder TLR4 ermoglichen.

Es kann deutlich gezeigt werden, dass keine der synthetischen Peptidoglykanstrukturen tber die Er-
kennung durch TLR2/CD14 und TLR4/MD2/CD14 eine Freisetzung des Zytokins IL-8 induziert.
Ebenso konnte eine Beteiligung von TLR1, TLR3, TLR5, TLR6, TLR7/8 und TLR9 an der Freisetzung
von IL-8 nach Stimulation mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen ausgeschlossen werden (Daten

nicht gezeigt). Die Funktionalitat der durch die transfizierten Plasmide exprimierten TLRs konnte durch
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die Freisetzung von IL-8 nach Stimulation mit PG bzw. PAM3CSK4 als Agonisten fur TLR2/CD14 und
nach Stimulation mit LPS als Agonisten fiir TLR4/MD2/CD14 nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Bestimmung der IL-8 Konzentration in Uberstanden 18 h stimulierter transient transfizierter HEK293-Zellen
mittels ELISA

3.5 Nachweis von NOD1 und NOD2 mRNA

In Punkt 3.4 konnte nachgewiesen werden, dass synthetische Peptidoglykanstrukturen nicht Gber
TLR1-9 erkannt werden und somit nicht fir die Ausschuttung inflammatorischer Zytokine, wie TNF-a
in MNCs oder Monozyten und IL-8 in transfizierten HEK293-Zellen, verantwortlich sein konnen. Zeit-
gleich zu diesen Ergebnissen lieferten Girardin et al. °' Beweise, dass ein intrazelluldres Protein der
NOD-Proteinfamilie, NOD2, an der Erkennung der Struktur Muramyldipeptid (MDP) beteiligt ist.
Chammaillard et al. *° konnte parallel zeigen, dass NOD1 Praparationen von gamma-D-glutamyl-
meso-Diaminopimelinsaure (iE-DAP) erkennt. Somit konzentrierte sich die Suche nach dem Rezeptor
fur die synthetischen Peptidoglykanstrukturen auf die intrazellularen NOD1- und NOD2-Proteine.

Um zu analysieren, ob MNCs, Monozyten, HEK293-Zellen und CHO-Zellen NOD1 und NOD2 expri-
mieren, wurde die aus diesen Zellen isolierte mRNA fiir molekularbiologische Untersuchungsmetho-
den verwendet. Hierzu wurde die mRNA mittels einer RT-PCR zu cDNA umgeschrieben und diese
anschlieBend mithilfe einer konventionellen PCR auf das Vorhandensein von NOD1 und NOD2-cDNA
hin analysiert. Die PCR-Produkte wurden in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und durch

anschlieBende UV-Bestrahlung detektiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: 0,8 %iges Agarosegel der mittels
PCR vervielféltigten NOD1- und NOD2-cDNA Q
verschiedener Zelltypen und -linien. Die PCR- o

Bedingungen sowie die Sequenzen der "

verwendeten Primer sind unter 2.2.2.3 in Tabelle -~

6 und unter Punkt 2.1.8 in Tabelle 5 aufgelistet. = n = n NODT (434bp)
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Es ist deutlich zu erkennen, dass in allen untersuchten Zelltypen, wie humane MNCs und Monozyten,
und in samtlichen analysierten Zelllinien, wie HEK293-Zellen und CHO-Zellen, NOD1- und NOD2-

cDNA nachweisbar ist. Dadurch stellte sich die Frage, warum einige Zelllinien trotz des Vorhanden-

Marker
MNCs
Monozyten
HEK293

seins NOD1-bzw. NOD2-spezifischer Gensequenzen nicht auf die Stimulation mit Myramyldipeptid
(MDP) bzw. synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit der Ausschuttung von inflammatorischen Zyto-
kinen reagieren. Um diese Frage zu beantworten, wurden Plasmide mit coding sequences (CDS) fir
NOD1 bzw. NOD2 generiert, um nach anschlieRenden Funktionalitatsstudien im Transfektionsmodell
eine Aussage Uber die Erkennung von synthetischen Peptidoglykanstrukturen tber NOD1 bzw. NOD2

treffen zu kdnnen.

3.6 Generierung von NOD1 und NOD2 Expressionsvektoren

Zur Beantwortung der Frage, ob synthetische Peptidoglykanstrukturen tatséchlich von NOD1- bzw.
NOD2-Proteinen erkannt werden, sollte das Modell der transfizierten HEK293-Zellen verwendet wer-
den. Hierzu mussten zuerst die erforderlichen Gensequenzen, welche fiir das humane NOD1- bzw.

NOD2-Protein kodieren, in ein geeignetes Plasmid Uberfihrt werden.

Um die kodierenden Sequenzen (CDS) der NOD1- und NOD2-Gene mithilfe des pENTR Directional
TOPO Cloning Kit in den pENTR/D-TOPO-Vektor Gberfiihren zu kdnnen, mussten die erforderlichen
CDS der NOD1- und NOD2-Proteine mithilfe der proofreading PfuUltra High-Fidelity DNA-Polymerase
aus den Plasmiden pcDNA3NOD1 und pcDNA3NOD2 amplifiziert und anschlieBend zur Trennung
von den Primern unter Zuhilfenahme des UV-Free SNAP Purification Kit aus dem Gel isoliert werden.
Die Agarosegele sind in Abbildung 18 dargestellt. Die weilen Banden der amplifizierten (A) sowie
aufgereinigten (B) NOD1- und NOD2-CDS sind deutlich auf der Héhe der 3000 bp Markerbande zu

erkennen. Das Kontrollinsert liegt in beiden Agarosegelen klar auf Hohe der 750 bp Markerbande.



Ergebnisse 49

5 5
5 2 5 N £ 05
g & a = £ o a T £
As o o] £ B ¢ ¢o £ &
= =z z o = z z O =

SollgréRen:
NOD1: 2863 bp

NOD2: 3124 bp
Cntrl: 750 bp

3000bp —»
2000bp —

30000p — & 4
2000bp — [

750bp —p
750bp —p|

Abbildung 18: Die PCR-Bedingungen sowie die Sequenzen der verwendeten Primer sind unter 2.2.2.3 in
Tabelle 7 und 8 sowie unter Punkt 2.1.8 in Tabelle 5 aufgelistet. A) Agarosegelelektrophorese (1 %iges
Gel) der mit TOPO-Primern generierten NOD1- und NOD2-CDS PCR-Fragmente. B)
Agarosegelelektrophorese (1 %iges Gel) der mittels des SNAP UV-free Purification Kits aufgereinigten
PCR-Fragmente

Die aufgereinigten PCR Fragmente der NOD1- und NOD2-CDS wurden mithilfe des pENTR Direc-
tional TOPO Cloning Kit in den pENTR/D-TOPO-Vektor uberfiihrt und die so entstandenen Plasmide
anhand von Restriktionsanalysen auf deren Basenzusammensetzung hin untersucht. Hierzu wurden
die generierten pENTR/D-TOPO-NOD1- und pENTR/D-TOPO-NOD2-Plasmide mit den Enzymen
BsrGl und Sacll verdaut und die dadurch erhaltenen DNA-Fragmente in einer Agarosegelelektropho-
rese analysiert. Die erwarteten BandengrdfRen in Basenpaaren (bp) und die Agarosegele sind in Ab-
bildung 19 aufgezeigt. Das Plasmid pENTR/D-TOPO-NOD1 zeigt nach dem Verdau mit BsrGl das
erwartete Bandenmuster von 2928 bp und 2514 bp und die erwarteten Banden in Hohe von 3597 bp
und 1845 bp nach der Restriktion mit Sacll. Der Vektor pENTR/D-TOPO-NOD2 weist nach der Re-
striktion mit BsrGl ein Bandenmuster von 3189 bp und 2514 bp auf. Die erwarteten Banden nach dem
Verdau mit Sacll in Hohe von 3030 bp und 2679 bp sind ebenfalls deutlich zu erkennen. In beiden
Plasmiden konnte durch das korrekte Bandenmuster der ordnungsgemafie Einbau der NOD1- bzw.
NOD2-CDS in den pENTR/D-TOPO-Vektor nachgewiesen werden. Diese Vektoren konnten somit fir

weitere Klonierungsschritte verwendet werden.

E
X
G pENTR/D-  pENTR/D- verwendste
= | TOPO NOD1| TOPO NOD2 Enzyme:
erwartete Banden:
| Sacll BsrGl
3000bp —p- Sacll
2000 bp —p- NOD1 | 3597 2928
1845 2514
3030 3189
NOD2| 2673 2514
3000bp —p | BsrGl
2000 bp —p

Abbildung 19: Agarosegelelektrophorese (1 %ige Gele) der mit den Enzymen BsrGl und Sacll
fur 90 min bei 37°C geschnittenen Plasmide pENTR/D-TOPO-NOD1 und pENTR/D-TOPO-
NOD2
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Um die NOD1- bzw. NOD2-CDS, welche bereits erfolgreich in den pENTR/D-TOPO-Vektor kloniert
wurden, in einen Expressionsvektor umzuklonieren, wurde eine Gateway-LR-Reaktion durchgefiihrt.
Die dabei entstandenen Expressionsvektoren pcDNADest40-NOD1 und -NOD2 sowie pcDNADest47-
NOD1 und -NOD2 wurden erneut mithilfe von Restriktionsanalysen auf die richtige Basenzusammen-
setzung hin Uberprift. Die entstandenen DNA-Fragmente wurden anschliefiend in einer Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. In Abbildung 20 sind die mit den Enzymen Sacll und
BsrGl geschnittenen Plasmide pcDNADest40-NOD1 und -NOD2 sowie die zu erwartenden Banden-
gréRen aufgezeigt. Die Plasmide weisen die erwarteten Bandenmuster auf. So sind die DNA-Frag-
mente der geschnittenen Plasmide pcDNADest40-NOD1 von 1841 bp und 3601 bp nach dem Verdau
mit Sacll gut zu erkennen. Auch nach der Restriktion des Vektors pcDNADest40-NOD1 mit dem En-
zym BsrGl sind die Banden in Hohe von 2928 bp und 2514 bp deutlich zu sehen. Die mit Sacll und
BsrGl geschnittenen Plasmide pcDNADest40-NOD?2 sind in der rechten Halfte der Abbildung sichtbar.
Die Plasmide weisen deutliche Banden in Héhe von 2669 bp und 3034 bp bei den Sacll-geschnittenen
Plasmiden auf. Die mit BsrGl verdauten Vektoren pcDNADest40-NOD2 liefern Banden einer Basen-
paarlange von 3189 bp und 2514 bp. Durch das korrekte Bandenmuster konnte in den gekennzeich-

neten Plasmiden der exakte Einbau der NOD1- bzw. NOD2-CDS nachgewiesen werden.

@
x
g pcDNADest40 pcDNADest40 verwendete
NODf1 NOD2 Enzyme: erwartete Banden:[bp]:
3000 bp |Sacll BsrGl
2000 bp —p Sacll 1841 2928
NOD1 | 3601 2514
2669 3189
NOD2 | 3034 2514
3000 bp —p BsrGl
2000 bp —p

Abbildung 20: Agarosegelelektrophorese (1 %ige Gele) der mit den Enzymen Sacll und
BsrGl fiir 90 min bei 37°C geschnittenen Plasmide pcDNADest40-NOD1 und pcDNADest40-
NOD2

Neben der Generierung der Expressionsvektoren pcDNADest40-NOD1 und -NOD2 wurden ebenfalls
Uber Gateway LR-Reaktionen Expressionsvektoren hergestellt, bei welchen an den jeweilig einge-
bauten NOD1- und NOD2-CDS am C-Terminus ein GFP-Protein fusioniert ist. Dabei handelt es sich
um die generierten Plasmide pcDNADest47-NOD1 und -NOD2, welche die spatere Lokalisation der
NOD-Proteine in den damit transfizierten Zellen mithilfe des konfokalen Laserscanningmikroskops
ermdglichen sollte. Diese Vektoren wurden ebenso wie die vorherigen Plasmide mit einer Restrik-
tionsanalyse auf die richtige Basenpaarzusammensetzung hin tberprift. Hierfir wurden die Enzyme
Sacll, Xmnl und Hindll verwendet. In Abbildung 21 sind die Ergebnisse der Restriktion in Form von
Agarosegelen sowie die zu erwartenden BandengrofRen aufgezeigt. In der linken Halfte sind die Ban-
den in H6he von 6612 bp und 2673 bp nach dem Verdau des Plasmids pcDNADest47-NOD2 mit dem

Enzym Sacll gut zu erkennen. Die Banden nach der Restriktion mit dem Enzym Xmnl in Héhe von
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5931 bp und 3354 bp sowie die Banden von 3383 bp, 3087 bp, 1553 bp und 1262 bp GréfRe nach
dem Verdau mit dem Enzym Hindlll sind im Agarosegel deutlich sichtbar. In der rechten Halfte des
Gels sind die Banden der geschnittenen pcDNADest47-NOD1-Plasmide aufgetragen. Die Banden
nach dem Verdau der Plasmide mit dem Enzym Sacll mit den GréRen von 7179 bp und 1845 bp sind
im oberen Agarosegel klar zu sehen. Ebenso gut erkennbar sind die 5641 bp und 3383 bp grof3en
Plasmidfragmente nach der Restriktion mit dem Enzym Hindlll sowie die Banden mit der Lange von
5931 bp,1982 bp und 1111 bp nach der Inkubation des Plasmids pcDNADest47-NOD1 mit dem
Enzym Xmnl. Dies deutet darauf hin, dass die NOD1- bzw. NOD2-CDS gleichermal3en korrekt in das
Plasmid pcDNADest47 transferiert worden sind.

Nach der Bestatigung des korrekten Einbaus der NOD1- bzw. NOD2-CDS in die Expressionsvektoren
pcDNADest40 und pcDNADest47 konnte mit der Funktionalitatspriifung dieser Plasmide fortgefahren

werden.
@
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Abbildung 21: Agarosegelelektrophorese (1 %ige Gele) der mit den Enzymen Sacll, Xmnl und
Hindlll fir 90 min bei 37°C geschnittenen Plasmide pcDNADest47-NOD1 und pcDNADest47-
NOD2

3.7 Funktionalitatstest der generierten NOD1- bzw. NOD2-
Plasmide

3.7.1 Proteinnachweis von NOD2 im Westernblot

Um zu Uberpriifen, ob in den mit 200 ng/2,5 x 10° Zellen pcDNADest40-NOD2 und pcDNADest47-
NOD?2 transfizierten HEK293-Zellen das fur das NOD2-Protein kodierende Plasmid transkribiert wird,
wurden Zelllysate der transfizierten Zellen hergestellt und diese im Westernblot mit a-NOD2 Ab unter-
sucht. Als Beladungskontrolle wurde die Prasenz der MAP-Kinase Pam3CSK4 als konstitutiv expri-
miertes Protein nachgewiesen. In Abbildung 22 sind die Westernblots dargestellt. Deutlich sind die

Banden in den Spuren zu erkennen, die mit den Zelllysaten der mit pcDNADest40-NOD2 und



Ergebnisse 52

pcDNADest47-NOD?2 transfizierten HEK293-Zellen beladenen sind. Die Bande des a-NOD2 Ab in der
Spur der mit pcDNADest40-NOD2 transfizierten HEK293-Zelllysate liegt auf der Héhe von ca. 120
kDa. In der Spur der Zelllysate der mit pcDNADest47-NOD2 transfizierten HEK293-Zellen liegt die o-
NOD2 Ab-Bande auf Héhe von 150 kDa. Dies liegt daran, dass ein 27kDa groRes GFP-Protein am C-
Terminus des NOD2-Proteins fusioniert ist und das Molekulargewicht des fusionierten Proteins da-
durch um 27 kDa auf ca. 150 kDa erhéht wird.
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Mit dem Westernblot in Abbildung 22 konnte gezeigt werden, dass NOD2 in den mit pcDNADest40-
NOD2 und pcDNADest47-NOD2 transfizierten HEK293-Zellen als Protein vorliegt. Zusammen mit den
Ergebnissen aus den Abbildungen 24 A) und B) kann dadurch auf das Vorhandensein eines funk-
tionalen NOD2-Proteins in mit pcDNADest40-NOD2 und pcDNADest47-NOD?2 transfizierten HEK293-
Zellen geschlossen werden.

3.7.2 pcDNA3NOD1 und -NOD2

Um die Funktionalitat der als Vorlage fur die NOD1- und NOD2-CDS verwendeten pcDNA3NOD1- und
pcDNA3NOD2-Plasmide zu Uberprifen und um nachzuweisen, dass die synthetischen Peptido-
glykanstrukturen von den intrazellularen NOD-Proteinen erkannt werden, wurden HEK293-Zellen
transient mit 200 ng/2,5 x 10° HEK293-Zellen pcDNA3NOD1 und pcDNA3NOD2 transfiziert und an-
schlie®end mit 1, 10, 100, 1000 und 10000 ng/ml synthetischen Peptidoglykanstrukturen (TS, TSDiP,
0S; OSDiP, GMDP, MDP) stimuliert. In den Uberstédnden wurde dann im ELISA das Zytokin IL-8 als
Inflammationsmarker nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt. Klar sichtbar
sind die IL-8-Ausschuttungen der pcDNA3 NOD2 transient transfizierten HEK293-Zellen nach der
Stimulation mit den auch in humanen MNCs und Monozyten aktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen. Dies deutet auf eine Erkennung der inflammatorisch aktiven synthetischen Pepti-
doglykanstrukturen ber das NOD2-Protein hin. Wie auch schon im nativen humanen System be-
obachtet (siehe Punkt 3.1), kdbnnen nur die synthetisch hergestellten Peptidoglykanfragmente mit einer
Aminosaureseitenkette von mindestens zwei und héchstens drei Aminosauren die mit pcDNA3NOD2
transient transfizierten HEK293-Zellen zur IL-8-Freisetzung anregen. Die Anzahl der Saccharid-
einheiten spielt dabei keine Rolle. Die Kontrollsubstanzen LPS und PAM3CSK4 induzieren keine Frei-

setzung des Inflammationsmarkers IL-8. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass neben einem
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hohen Background keines der synthetischen Peptidoglykanstrukturen die mit pcDNA3NOD1 trans-
fizierten HEK293-Zellen zur Ausschittung von IL-8 anregen. Die Funktionalitat des pcDNA3NOD1-
Plasmids konnte mit einer Stimulation einer Peptidoglykanpraparation aus E. coli, in welcher der von
Chammaillard et al. *° identifizierte NOD1-Agonist Bestandteil sind, nachgewiesen werden (Daten sind

nicht gezeigt).
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Abbildung 23: Bestimmung der IL-8-Konzentration in Uberstéanden 18 h stimulierter und mit pcDNANOD1 und pcDNA3NOD2
transient transfizierter HEK293-Zellen mittels ELISA
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3.7.3 pcDNAdest40 NOD1 und-NOD2 sowie pcDNADest47 NOD1 und -NOD2

Um die Funktionalitat der unter Punkt 3.6 generierten Plasmide zu Uberprifen, wurden HEK293-Zellen
transient mit 200 ng/2,5 x 10° HEK293-Zellen der Plasmide pcDNADest40 NOD1 und -NOD2 sowie
pcDNADest40-NOD1 und -NOD2 transfiziert und anschlieBend mit 10 und 100 ng/ml synthetischen
Peptidoglykanstrukturen (MTriP, TS, TSDiP, TSTetraP, TSPentaP, OS, OSDiP, GMDP, MDP) stimu-
liert. Als Kontrollansatz wurden untransfizierte HEK293-Zellen gleichermafien wie die mit den Plasmi-
den pcDNADest40-NOD1 bzw. -NOD2 und pcDNADest47-NOD1 bzw. -NOD2 transfizierten Zellen mit
synthetischen Peptidoglykanstrukturen inkubiert. Die Uberstande wurden im ELISA auf das Vorhan-
densein von IL-8 untersucht. In Abbildung 24 A) und B) ist klar zu erkennen, dass, wie bereits in den
Versuchen mit primaren Humanzellen und in Abbildung 11 und 12 zu sehen war, nur die
synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit Aminosaurenseitenketten von mindestens zwei
Aminosauren und maximal drei Aminosauren unabhangig von der Anzahl der Saccharideinheiten eine
IL-8-Freisetzung in den transfizierten HEK293-Zellen hervorrufen. Dies ist sowohl in den mit
pcDNADest40-NOD2 als auch in den pcDNADest47-NOD2 transfizierten HEK293-Zellen zu
beobachten. In den mit pcDNADest40-NOD1 und pcDNADest47-NOD1 transfizierten HEK293-Zellen
lasst sich nach Stimulation mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen keine IL-8-Ausschittung

beobachten. Um die Funktionalitdt des pcDNADest40 NOD1-Plasmids unter Beweis zu stellen,
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wurden die transfizierten HEK293-Zellen mit Peptidoglycan von E.coli stimuliert. Dieses Peptidoglykan
eines Gram-negativen Bakteriums beinhaltet neben dem NOD2-Stimulus Muramyldipeptid (MDP)
auch die NOD1-stimulierenden Strukturen ie-DAP. Wie in Abbildung 24 C) ersichtlich, kann durch die
E.coli PG-bedingte IL-8 Ausschittung der pcDNADest40 NOD1-transfizierten HEK293-Zellen auf eine
Funktionalitat des Plasmids geschlossen werden. Bei den untransfizierten HEK293-Zellen ist nach der
Stimulation mit synPG ebenfalls kein IL-8 im Medium nachweisbar. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass die synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit den aus mindestens zwei und maximal
drei Aminosauren bestehenden Seitenketten tatséchlich von NOD2 erkannt werden und an der
Ausschittung des Inflammationsmarkers IL-8 beteiligt sind. Ferner ist deutlich geworden, dass das
dem NOD2-Protein am C-Terminus anhangende GFP-Protein fiir die Erkennung der NOD2-Agonisten

nicht hinderlich ist.
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Abbildung 24: Bestimmung der IL-8-Konzentration in Uberstanden stimulierter und mit pcDNADest40-NOD1 und-NOD2 (A)
und C)) und pcDNADest47-NOD1 und -NOD2 (B)) transient transfizierter HEK293-Zellen mittels ELISA

3.8 Einfluss von CD14 auf die Erkennung synthetischer
Peptidoglykanstrukturen

Manukyan et al. % konnten zeigen, dass das Rezeptormolekil CD14 einen additiven Effekt bei der
Erkennung von Pam3CSK4 durch TLR2 und bei der Erkennung von LPS durch TLR4 hat. Um zu
Uberprifen, ob dieser Effekt auch bei der Erkennung von synthetischen Peptidoglykanstrukturen durch
NOD2 auftritt, wurden HEK293-Zellen transient mit 200 ng/2,5 x 10° Zellen pcDNADest40-NOD2 und
25 ng/2,5 x 10° Zellen pcDNA3 CD14 transfiziert und die HEK293-Zellen anschlielRend mit 10, 100
und 1000 ng/ml synthetischer Peptidoglykanstrukturen (MDP, MTriP, TS; TSDiP, TSTetraP) stimuliert.
In den Uberstanden wurde mittels ELISA das inflammatorische Zytokin IL-8 detektiert.

In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass eine Kotransfektion von pcDNA3 CD14 mit pcDNADest40-
NOD2 in HEK293-Zellen keinen Einfluss auf die Ausschuttung von IL-8 nach Stimulation mit syntheti-
schen Peptidoglykanstrukturen hat. Die erkennbaren leichten Differenzen in der IL-8-Ausschittung
liegen im Rahmen der nattrlichen Schwankungen und sind nicht auf den Einfluss des Adaptormole-

kils CD14 zurtckzufuhren.
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Abbildung 25: Bestimmung der IL-8-Konzentration in Uberstanden 18 h stimulierter und mit pcDNADest40-NOD2 und pCEP4
CD14 transient transfizierter HEK293-Zellen mittels ELISA

3.9 Untersuchungen antagonistischer Effekte

Um einen moglichen antagonistischen Effekt der inflammatorisch inaktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen mit mehr als drei Aminosduren in den Peptidseitenketten bei der Erkennung der
inflammatorisch aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen aufdecken zu kénnen, wurden priméare
humane mononukleare Zellen und mit pcDNADest40-NOD?2 transfizierte HEK293-Zellen mit 100 bzw.
1000 ng/ml des inaktiven Tetrasaccharidpentapeptids flir 30 min bei 37°C vorinkubiert und anschlie-
Rend mit den synthetischen Peptidoglykanstrukturen stimuliert. Die Uberstande wurden anschlieend
im IL-8-ELISA analysiert. Hintergrund fiir diese Untersuchungen sind Uberlegungen, einen méglichen
Antagonisten zu den aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen als Ansatzpunkt einer Therapie

fir NOD2-abhangige Krankheiten zu entwickeln.

3.9.1 Einfluss von TSPentaP auf HEK293-Zellen

Die Ergebnisse der Vorinkubationsversuche mit pcDNADest40-NOD2 transfizierten HEK293-Zellen
sind in Abbildung 26 dargestellt. Wie zu erkennen ist, hat die Vorinkubation weder mit 100 ng/ml noch
mit 1000 ng/ml inaktivem TSPentaP einen antagonistischen Effekt auf die Ausschittung von IL-8 nach
Stimulation mit 10 und 100 ng/ml synthetischen Petidoglykanstrukturen (GMDP, MDP, MTriP, TSDiP,
TSTriP, TSTetraP, OSDIiP). Die Mengen des bei den vorinkubierten Zellen gemessenen inflammatori-
schen Markers IL-8 unterscheiden sich nicht von den Mengen der HEK293-Zellen, welche nicht mit

dem inaktiven TSPentaP vorinkubiert wurden.
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Abbildung 26: Bestimmung der IL-8-Konzentration in Uberstanden 18 h stimulierter, mit 100 und 1000 ng/ml TSPentaP vor-
inkubierter und mit pcDNADest40 NOD2 transient transfizierter HEK293-Zellen mittels ELISA

3.9.2 Einfluss von TSPentaP auf humane Monozyten

Neben den Vorinkubationsversuchen mit transfizierten HEK293-Zellen wurde der mogliche antagonis-
tische Effekt der inaktiven synPG-Struktur TSPentaP auch bei humanen mononukledren Zellen
(MNCs) untersucht. Hierzu wurden MNCs mit 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml TSPentaP vorinkubiert und
anschlieBend mit 10 und 100 ng/ml synthetischen petidoglykanstrukturen (GMDP; MDP; MTriP,
TSDIiP, TSTriP, TSTetraP, OSDIP) stimuliert. Der Uberstand wurde im ELISA auf das Vorhandensein
von TNF untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 zu sehen. Ebenso wie bei den vorinkubier-
ten HEK293-Zellen ist bei den mit TSPentaP vorinkubierten MNCs kein Einfluss des inaktiven
TSPentaP zu beobachten. Somit I8sst sich sagen, dass die inaktive synthetische Peptidoglykanstruk-
tur TSPentaP keinen antagonistischen Effekt auf aktive synthetischen Peptidoglykanstrukturen in
humanen Monozyten und in mit pcDNADest40-NOD?2 transfizierten HEK293-Zellen hat.
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Abbildung 27: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstanden 4 h stimulierter und mit 100 und 1000 ng/ml TSPentaP
vorinkubierter MNCs mittels ELISA

3.10 Stimulationskinetik synthetischer Peptidoglykanstrukturen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit Peptidketten aus
zwei bis drei Aminosauren, unabhangig von der Anzahl der Saccharideinheiten, primadre humane Im-
munzellen zur Ausschittung von TNF-a stimulieren kdnnen, und dass dieser Mechanismus Uber das
intrazellulare Rezeptormolekil NOD2 vermittelt wird, stellte sich die Frage, wie die Kinetik dieses
Aktivierungsprozesses verlauft.

Um einen ersten Uberblick (iber die Kinetik der Stimulation zu erhalten, wurden humane Monozyten
Uber einen Zeitraum von vier Stunden in zeitlichen Abstanden von 0, 60, 90, 120 und 240 min mit 100
ng/ml TS, TSDiP, TSTriP und MDP sowie 10 ng/ml LPS und 100 nM PAM3CSK4 als Kontrollansatze
stimuliert und die Uberstande anschlieBend abgenommen. Im ELISA wurde nachfolgend der Gehalt
des inflammatorischen Zytokins TNF-a gemessen. Wie in Abbildung 28 zu erkennen ist, ist eine deut-
liche TNF-a-Ausschittung erst nach 240 min Stimulation mit aktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen (MDP, TSDiP und TSTriP) zu sehen. Die Uber die extrazellularen Rezeptoren TLR4
bzw. TLR2 erkannten Stimuli LPS und PAM3CSK4 hingegen induzieren bereits nach einem Zeitraum
von 90 min bei LPS bzw. 120 min bei PAM3CSK4 eine Ausschuttung von TNF-a in humanen Mono-
zyten. Ein moglicher Grund fir die frihe TNF-a-Ausschittung kann in der direkten Erkennung dieser
Stimuli durch extrazellularen TLR2 bzw. TLR4 liegen, wobei die Erkennung ohne Aufnahme der Sub-

stanz in die Zelle erfolgt.
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Abbildung 28: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Ubersténden 0, 60, 90, 120 und 240 min stimulierter humaner Mono-
zyten mittels ELISA

3.11 Nachweis der p65-Translokation in Monozyten

Um die Frage der genauen Stimulationskinetik der aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen zu
untersuchen, sollten immunhistochemische Farbungen mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern an der
NF-kB-Untereinheit p65 durchgefiihrt werden. Diese Untereinheit wird nach Stimulation mit inflamma-
torisch aktiven Substanzen durch Phosphorylierung der Einheit IkB-a von dieser abgetrennt und wan-
dert zusammen mit der Untereinheit p50 zur Signalweitergabe in den Zellkern. Diese Wanderung

sollte durch konfokale Laserscanningmikroskopie dokumentiert werden.

Etablierung der konfokalen Laserscanningmikroskopie

Zuerst wurde die Methode der Translokationsstudien von p65 anhand 60 min stimulierter Monozyten
mit einer aktiven (100 ng/ml TSDiP) und einer inaktiven (100 ng/ml TSTetraP) synthetischen Pep-
tidoglykanstruktur sowie mit 100 nM Pam3CSK4 verifiziert. Um eine genaue Aussage Uber die Lokali-
sation der p65-Untereinheit treffen zu kénnen, wurde der Zellkern mit dem Nukleinsaurefarbstoff
TOTO-3-iodid angefarbt. Der p65-Ab wurde mit einem sekundaren fluoreszenzgekoppelten Ab sicht-
bar gemacht. In Abbildung 29 sind die konfokalen Aufnahmen der immunhistochemisch gefarbten

Monozyten dargestellt.
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Abbildung 29: Konfokale Laserscanningmikroskopie der fiir 60 min mit je 100 ng/ml TSDiP und TSTetraP
sowie 100 nM Pam3CSK4 stimulierten Monozyten. In rot dargestellt ist die p65-Untereinheit, in blau sind die
Nucleinduren zu erkennen

Die unstimulierten Monozyten weisen keine Lokalisation der p65-Untereinheit im nukleinsaurereichen
Zellkern auf. Ebenso verhalten sich die mit der inaktiven synPG Struktur TSTetraP inkubierten Mono-
zyten: Die p65-Untereinheit verbleibt im Zytoplasma.

Das Gegenteil ist nach der Stimulation der Monozyten mit der aktiven Substanz TSDiP zu beobach-
ten: Die p65-Untereinheit kolokalisiert teilweise mit dem Nukleinsaurefarbstoff im Zellkern. Nach
Stimulation mit Pam3CSK4 kann dieser Effekt ebenfalls, jedoch viel starker beobachtet werden, was
erneut auf eine unterschiedliche Aktivierungskinetik hindeutet. Die p65-Untereinheit ist vollstdndig im

Zellkern lokalisiert. Diese Beobachtung wird von den Ergebnissen von Girardin et al '

unterstitzt, die
zeigen konnten, dass das Monosaccharid Muramyldipeptid (MDP) bei Stimulation von transfizierten

HEK293-Zellen eine Aktivierung von NF-kB induziert.

Stimulationkinetik mit TSDiP stimulierter Monozyten

Um die Kinetik der Stimulation mit der aktiven synthetischen Peptidoglykanstruktur TSDiP beobachten
zu kdnnen, wurden humane Monozyten uber Zeitspannen von 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 und
240 min mit 100 ng/ml des TSDiP stimuliert und anschlief’end die Nukleinsauren mit TOTO-3-iodid
und die p65-Untereinheit des NF-kB mit a-human p65 Antikérper und fluorochrom-gekoppelten
sekundaren Antikdrper gefarbt. Als Positivkontrolle wurden humane Monozyten mit 100 nM
Pam3CSK4 (ber die Zeitenrdume 30, 60 und 90 min stimuliert und anschlielend die Nukleinsduren
sowie die p65-Untereinheit gefarbt. Die Detektion erfolgte am konfokalen Laserscanningmikroskop.
Parallel wurden die Uberstéande der gefarbten Monozyten im TNF-o-ELISA untersucht um sicherzu-
gehen, dass die Stimulation zur Freisetzung des inflammatorischen Zytokins TNF-a gefiihrt hat. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 30 A), B) und C) dargestellt.
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Abbildung 30: A) Konfokale Laserscanningmikroskopie der p65-Translokation in humanen Monozyten nach Stimulation fiir 0,
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 und 240 min mit 100 ng/ml TSDIP (A)) und fiir 30, 60 und 90 min mit 100 nM Pam3CSK4 (B); C))
Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Ubersténden fiir 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 und 240 min mit 100 ng/ml TSDiP
stimulierter humaner Monozyten mittels ELISA

In Abbildung 30 A) ist zu erkennen, dass die Stimulation der humanen Monozyten mit TSDiP nach 30
min keine p65-Translokation in den Zellkern induziert hat. Erst nach 60 min Stimulationszeit ist eine
Lokalisation des roten Signals im nukleinsaurereichen Zellkern zu beobachten. Diese Kolokalisation
der Nukleinsduren im Zellkern und der p65-Untereinhet des NF-kB ist nach 90 min Stimulation ebenso
zu beobachten wie nach der Stimulation von 60 min. Nach einer Inkubationszeit von 120 min ist die
p65-Untereinheit zum Teil in das Zytoplasma zuriickgewandert. Dieser Effekt ist nach 150 und 180
min Stimulation ebenfalls zu detektieren. Zu einem Zeitpunkt von 210 und 240 min nach der Zugabe
des Stimulus ist keine p65-Untereinheit mehr im Zellkern zu beobachten.

Die Stimulation humaner Monozyten mit Pam3CSK4 in Abbildung 30 B) zeigt, dass eine Stimulations-
zeit von 30 min genugt, um eine p65-Translokation in den Zellkern beobachten zu kénnen. Diese
Translokation ist nach 60 min Stimulation ebenso detektierbar. Nach einer Stimulationszeit von 90 min
ist die p65-Untereinheit teilweise in das Zytoplasma zurtickgewandert und teilweise ist p65 im Zellkern
lokalisierbar. Dies deutet darauf hin, dass die Stimulation mit Pam3CSK4 im Vergleich zur Stimulation
mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen eine schnellere NFkB-Aktivierung hervorruft.

Die zur Positivkontrolle untersuchten Uberstande der gefarbten Zellen beinhalten nach einer Stimu-
lationszeit von 150 min erste TNF-a-Mengen (Abbildung 30 C)). Die Konzentrationen des TNF-a stei-
gen mit langeren Stimulationszeiten an. Dies lasst auf eine erfolgreiche Stimulation der Zellen mit
TSDIP schlieRen.

3.12 Nachweis der MAP-Kinase-Aktivierung

Da in Abbildung 30 eine im Vergleich zu den mit Pam3CSK4 stimulierten Monozyten verzdgerte p65-
Translokation beobachtet werden konnte, sollten nun die Phosphorylierungen der MAP-Kinasen ERK,
p38 und JNK Uber die Zeit von 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120 und 240 min beobachtet werden. Hierzu

wurden Westernblots mit Zellysaten von Monozyten durchgefiihrt, welche zuvor Uber diese Zeitspan-
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nen mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen (je 100 ng/ml MDP und TSDiP) und LPS (10
ng/ml) als Kontrolle stimuliert wurden. Als Beladungskontrolle diente der Nachweis der konstitutiv

exprimierten und unphosphorylierten MAP-Kinase ERK. In Abbildung 31 sind die Ergebnisse darge-
stellt.
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Abbildung 31: Nachweis der ERK-, p38-, JNK-Phosphorylierung zu den Zeitpunkten 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120
und 240 min nach Stimulation von Monozyten mit je 100 ng/ml MDP und TSDiP sowie 10 ng/ml LPS

Es ist zu erkennen, dass die mit LPS stimulierten Monozyten nach 10 min eine Phosphorylierung der
MAP-Kinasen ERK, p38 und JNK aufweisen, welche nach 20-30 min das Maximum erreichen.
Danach wird die Phosphorylierung der Proteine langsam wieder abgebaut. Bei der Stimulation der
Monozyten mit der Substanz TSDiP hingegen ist eine Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK erst
nach 30 min zu beobachten. Die Phosphorylierung von p38 weist nach 60 min das Maximum auf.
Nach Stimulation der Monozyten mit MDP ist nach 60 min eine Phosphorylierung von ERK zu erken-
nen und auch p38 ist zu diesem Zeitpunkt maximal phosphoryliert. Die Aktivierung der MAP-Kinase
JNK ist nach Stimulation mit MDP kaum nachzuweisen. Somit |asst sich sagen, dass die Phosphory-
lierung der MAP-Kinasen als Zeichen der inflammatorischen Aktivitat im Vergleich zu einer Stimulation
mit LPS in den mit TSDiP und MDP stimulierten Monozyten um 20 bis 50 min verzdgert auftritt. Um
diese Verzogerung in der MAP-Kinasen-Phosphorylierung erklaren zu kénnen, wurden anschlief3end

Untersuchungen zum Transport der synthetischen Peptidoglykanstrukturen in die Zelle durchgefiihrt.
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3.13 Phagozytose-Assay

Um klaren zu kdnnen, Uber welchen Mechanismus die aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen
in die Zelle gelangen, wurden Untersuchungen am FACS, am konfokalen Laserscanningmikroskop,
mithilfe des ELISA und des Westernblots durchgefiihrt. Dabei wurden HEK293-Zellen und Monozyten
mit verschiedenen phagozytose- und makropinozytosehemmenden Substanzen fir 30 min vorinku-
biert und anschlieBend mit den synthetischen Peptidoglykanstrukturen stimuliert. Als Phagozytose-
hemmer kamen die Substanz Cytochalasin D (CytD; 3 uM), Monodansylcadaverine (MDC; 100 uM)
und 0,1% Azid zum Einsatz. Die verwendete makropinozytosehemmende Substanz war 5-(N-ethyl-N-
isopropyl) Amilorid (EIPA; 1 uM).

3.13.1 FACS-Analyse

Um die Hemmung der Phagozytose bzw. der Makropinozytose durch die Substanzen CytD (3 pM),
MDC (100 uM), Azid (0,1 %) und EIPA (1 uM) nachweisen zu kdnnen, wurden humane Monozyten mit
den genannten Substanzen 30 min vorinkubiert und anschlieBend mit 10 FITC-gekoppelten Latex-
beads pro Zelle fur 4 h inkubiert. Die Fluoreszenz der phagozytierten FITC-gekoppelten Latexbeads
wurde dann im FACS analysiert. Als Kontrollen dienten jeweils die mit den in den angegebenen Men-
gen DMSO geldsten Phagozytose- bzw. Makropinozytosehemmern inkubierten Monozyten. Die Er-
gebnisse der FACS-Analyse sind in Abbildung 32 dargestellt.

Die linke Population im Histogramm stellt die nicht-fluoreszierenden Monozyten dar, welche keine
FITC-gekoppelten Latexbeads phagozytiert haben, und als rechte Population im Histogramm sind die
fluoreszierenden Monozyten zu erkennen, welche die FITC-gekoppelten Latexbeads phagozytiert
haben. Dabei erscheinen Zellen mit unterschiedichen Mengen phagozytierten FITC-gekoppelter
Latexbeads als eigene Populationen. An der reduzierten Fluoreszenz der mit phagozytosehemmen-
den und makropinozytosehemmenden Substanzen behandelten und mit FITC-gekoppelten Latex-
beads inkubierten Monozyten ist zu erkennen, dass samtliche Substanzen die Aufnahmen der FITC-
gekoppelten Latexbeads hemmen. Die effektivste Hemmung ist nach der Vorinkubation der Mono-
zyten mit 0,1% Azid zu beobachten. Die Zellen weisen eine Reduktion der Fluoreszenz von 42,4 %
auf. Nach der Vorinkubation mit CytD ist die Fluoreszenz der Monozyten um 38,7 %, nach der Be-
handlung mit dem MakropinoZytosehemmer EIPA um 22,5 % und nach der Vorinkubation mit MDC
um 21 % reduziert. Eine starkere Hemmung der Phagozytose bzw. Makropinozytose konnte auch

nach Erhéhung der Substanzkonzentrationen nicht erzielt werden.
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Eingesetzte Phagozytose- bzw. Reduktions-
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Abbildung 32: FACS-Analyse der mit phagozytosehemmenden (100 uM MDC, 0,1 % Azid, 3 uM CytD) und makropinozytose-
hemmenden Substanzen (1 pM EIPA) fir 30 min vorbehandelten und mit 10 FITC-gekoppelten Latexbeads/phagozytierende
Zelle fiir 4 h inkubierten Monozyten

3.13.2 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Die phagozytosehemmenden Eigenschaften der Substanzen CytD, MDC und Azid wurden mithilfe der
konfokalen Laserscanningmikroskopie verifiziert. Dabei wurden humane Monozyten mit den genann-
ten Substanzen in den angegebenen Konzentrationen vorinkubiert und anschlieRend mit 10 FITC-
gekoppelten Latexbeads pro Zelle fiir 4 h inkubiert. Anschliefend wurden immunhistochemische Far-
bungen der Zellmembran mit anti-CD14 Antikérpern und des Zellkerns mit TOTO-3-iodid durchgefiihrt.
Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte am konfokalen Laserscanningmikroskop.

Bei den unbehandelten Monozyten sind neben der durch das rote Fluoreszenzsignal erkennbaren
Zellmenbran und den blau-fluoreszierenden Nukleinsauren im Zellkern die phagozytierten FITC-
gekoppelten Latexbeads in der Zelle zu erkennen. Die mit MDC, Azid und CytD behandelten Zellen
weisen keine intrazelluldre Lokalisation der FITC-gekoppelten Latexbeads auf. Dies bestéatigt dariber
hinaus die FACS-Ergebnisse, dass die Aufnahme der Latexbeads durch die Vorinkubation mit den

phagozytosehemmenden Substanzen blockiert wurde.
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unbehandelte Monozyten
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Abbildung 33: Konfokale Laserscanningmikroskopie der mit phagozytose-hemmenden (100 uM MDC, 0,1 % Azid, 3 yM CytD)
Substanzen fir 30 min vorbehandelten und mit 10 FITC-gekoppelten Latexbeads/phagozytierende Zelle fiir 4 h inkubierten
Monozyten

3.13.3 Untersuchungen der p65-Translokation

Um den Effekt von 1 uM EIPA auf die Signaltransduktion von Monozyten untersuchen zu kdnnen,
wurden p65-Translokationsstudien am konfokalen Laserscanningmikroskop durchgefiihrt. Hierzu wur-
den Monozyten vor der Stimulation mit 100 ng/ml TSDiP mit 1 uM EIPA fir 30 min vorinkubiert und
anschlieBend immunhistochemische Farbungen der NFkB-Untereinheit p65 und der Nukleinsauren
durchgefihrt (Abbildung 34).

Wie bereits in Abbildung 30 A) gezeigt werden konnte, ist eine p65-Translokation in den nukleinsdure-
reichen Zellkern nach einer 60-minutigen Stimulation mit 100 ng/ml TSDiP zu beobachten. Nach einer
Vorinkubation der Monozyten mit der makropinozytosehemmenden Substanz EIPA kann keine p65-
Translokation in den Zellkern nachgewiesen werden. Die NFkB-Untereinheit p65 bleibt nach Stimula-
tion mit TSDiP im Zytoplasma lokalisiert. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Inkubation
mit der Substanz EIPA die Translokation von p65 beeinflussen, hingegen keinen Effekt auf die TNF-a-

Ausschuttung von Monozyten nach Stimulation mit TSDiP hat.



Ergebnisse 67

Monozyten Monozyten + Monozyten +
unstimuliert 100ng/ml TSDiP 60 10g/ml LPS 30

ohne EIPA

<
o
Ll
=
o 1§
+

Abbildung 34: Konfokale Lasserscanningmikroskopie zur p65-Translokation der mit 1 uM EIPA fir 30 min
vorinkubierten und mit 100 ng/ml TSDiP stimulierten Monozyten. Rot ist die NFk-B-Untereinheit p65
dargestellt, blau sind die Nukleinsauren gefarbt.

3.13.4 TNF-a-ELISA

MNCs bzw. humane Monozyten wurden zur Uberpriifung des Einflusses von phagozytose- bzw.
makropinozytosehemmenden Substanzen auf die stimulatorische Aktivitat der aktiven synthetischen
Peptidoglykanstrukturen nach 30-minutiger Vorinkubation mit den phagozytosehemmenden Substan-
zen CytD (3 uM), MDC (100 uM) und Azid (0,1 %) sowie der makropinozytosehemmenden Substanz
EIPA (1 uM) mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen stimuliert. Der Uberstand der Zellen
wurde anschlieRend im TNF-a-ELISA analysiert.

Vorinkubation mit 3 yM Cytochalasin D (CytD)

In Abbildung 35 sind die Ergebnisse des TNF-a-ELISA der MNCs, die mit 3 yM CytD vorbehandelt
wurden, dargestellt. Die grauen Balken stellen die Werte der unbehandelten MNCs dar, die schwarzen
Balken sind den mit CytD behandelten MNCs zuzuordnen. Die Ausschiittung von TNF-a erreicht nach
der Blockade der Phagozytose das gleiche Niveau wie bei den unbehandelten MNCs. Bei dem
Stimulus Zymosan ist eine Reduktion der TNF-a-Ausschittung um ca. 50 % zu beobachten. Somit ist
auller bei dem Uber Phagozytose aufgenommenem Stimulus Zymosan kein phagozytoseblockieren-
der Effekt der CytD-Vorinkubation zu beobachten.
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Abbildung 35: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Ubersténden 4 h stimulierter und fiir 30 min mit 3 uM CytD vorinku-
bierter MNCs mittels ELISA

Vorinkubation mit 100 mM Monodansylcadalverin (MDC)

Die mit 100 mM MDC vorinkubierten Monozyten weisen ebenfalls eine allgemeine Reduktion der
TNF-a-Ausschittung nach Stimulation mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen auf (Abbildung 36).
Diese Reduktion ist unabhdngig vom Stimulus zu beobachten und fihrt zu einer mehr als 50 %igen

Herabsetzung der im ELISA messbaren TNF-a-Konzentrationen im Uberstand der stimulierten Zellen.
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Abbildung 36: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstinden 4 h stimulierter und fiir 30 min mit 100 yM MDC vorinku-
bierter Monozyten mittels ELISA
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Vorinkubation mit 0,1 % Azid

In Abbildung 37 ist eine allgemeine und Stimulus-unabhangige Reduktion der messbaren TNF-a Men-

gen im Uberstand stimulierter Monozyten nach Vorinkubation mit 0,1 % Azid zu beobachten.
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Abbildung 37: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstéanden 4 h stimulierter und fiir 30 min mit 0,1 % Azid vorinku-
bierter Monozyten mittels ELISA

Vorinkubation mit 1 yM 5-(N-ethyl-N-isopropy)Amilorid (EIPA)

Die mit 1 uM EIPA vorinkubierten und anschlieRend mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen stimu-
lierten Monozyten zeigen keine Reduktion in der TNF-a-Ausschittung (Abbildung 38). Auch bei
Einsatz steigender Mengen des Makropinozytosehemmers EIPA konnte ein reduzierender Effekt nicht

beobachtet werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 38: Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstdnden 4 h stimulierter und fiir 30 min mit 1 uM EIPA vor-
inkubierter Monozyten mittels ELISA
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3.13.5 Phosphorylierung von MAP-Kinasen

Um den Effekt von CytD und EIPA auf die Phosphorylierung von MAP-Kinasen untersuchen zu koén-
nen, wurden Zelllysate von Monozyten im Westernblot untersucht, die vor der Stimulation mit 100
ng/ml TSDiP und MDP und 10 ng/ml LPS fir 30 min mit 3 yM CytD und 1 uM EIPA inkubiert wurden.
In Abbildung 39 wurde die Phosphorylierung von ERK, p38 und JNK untersucht. Als Protein-Bela-

dungskontrolle wurde das unphosphorylierte, konstitutiv exprimierte ERK-Protein nachgewiesen.
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vorbehandelt £ £ £5
mit: Minuten 0 10 20 30 60 90 120 24088 0 10 20 30 60 90 120 24088 0 10 20 30 60 90 12024023
e |~ TS| | | | == |
p3 | i | T | | -3 |
cntrl _ ’
PJNK| o ' 4 || s ;I
=g
3 UM CytD
1uM EIPA

Abbildung 39: Nachweis der ERK-, p38- und JNK-Phosphorylierung zu den Zeitpunkten 0, 10, 20, 30, 60, 90,
120 und 240 min nach Stimulation von Monozyten mit je 100 ng/ml MDP und TSDiP sowie 10 ng/ml LPS. Die

Monozyten wurden vor der Stimulation mit 3 yM der phagozytosehemmenden Substanzen Cyt D und 1 yM der
makropinozytosehemmenden Substanz EIPA fir 30 min vorinkubiert

Wie bereits in Abbildung 31 gezeigt werden konnte, ist eine im Vergleich zu der LPS-induzierten
Phosphorylierung der MAP-Kinasen verzdgerte Aktivierung von ERK, p38 und JNK bei TSDiP- und
MDP-stimulierten Monozyten zu beobachten. Die maximale Phosphorylierung von ERK tritt bei den
mit TSDiP und MDP stimulierten Monozyten ca. 40 min spater als bei den mit LPS stimulierten Zellen
auf. Ebenso verhalt es sich mit der Aktivierung von p38. Diese hat nach 20-minutiger LPS-Stimulation
ihr Maximum erreicht, die mit TSDiP und MDP stimulierten Zellen hingegen weisen nach 60 min
Stimulation die starkste Phosphorylierung auf. Wurden die Zellen vor Stimulation 30 min mit CytD oder
EIPA behandelt, so ist nach einer LPS-Stimulation keine Beeinflussung der MAP-Kinasen Phosphory-
lierung zu beobachten. Die maximale Phosphorylierung von ERK, p38 und JNK bei den mit CytD und
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EIPA vorbehandelten Zellen ist zu denselben Zeitpunkten zu beobachten wie bei den mit DMSO be-
handelten Zellen (Kontrollansatz). Die mit TSDiP und MDP stimulierten Zellen weisen ebenfalls keinen
Einfluss der phagozytosehemmenden bzw. makropinozytosehemmenden Substanzen CytD bzw.
EIPA auf die Phosphorylierung der MAP-Kinasen auf. Die Aktivierung von ERK, p38 und JNK ftritt wie
bei den unbehandelten Zellen nach ca. 60 min auf. Daher kann ein Einfluss der Substanzen CytD und

EIPA auf die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ausgeschlossen werden.

3.14 Expositionskinetik synthetischer Peptidoglykanstrukturen

Da kein Effekt der phagozytosehemmenden und makropinozytosehemmenden Substanzen CytD und
EIPA auf die Phosphorylierung der MAP-Kinasen nachgewiesen werden konnte, sollte anhand einer
Stimulationskinetik geklart werden, ob die Substanzen eventuell Uber einen anderen Weg in die Zelle
gelangen. Dazu sollte untersucht werden, wie lange humane Monozyten einem Stimulus ausgesetzt
sein mussen, um das durch die Erkennung des Stimulus induzierte Signal zur TNF-a Ausschittung
weiterzuleiten.

Es wurden humanen Monozyten Uber Zeitspannen von 15, 30’ und 60’ min mit 10, 100 und 1000
ng/ml TSDIiP und TSTetraP sowie 100 nM Pam3CSK4 inkubiert, anschlieRend in warmen Medium
gewaschen und mit frischem Medium bis zu 4 Stunden weiterinkubiert. Anschlieend wurde im Uber-
stand die Menge des freigesetzten TNF-a im ELISA gemessen. Wie in Abbildung 40 A) zu erkennen
ist, konnten in den Uberstanden der 15, 30 und 60 min stimulierten Zellen &hnliche Mengen freige-
setztes TNF-a detektiert werden. Eine Stimulationszeit von 15 min induziert demnach eine vergleich-
bare TNF-a Ausschuttung, wie sie nach 30 oder 60 min Stimulation hervorgerufen wird.

Um zu uUberprufen, ob klrzere Stimulationszeiten als die in Abbildung 40 A) gezeigten ebenfalls zu
einer Ausschittung von TNF-a fihren, wurden humane Monozyten wie oben beschrieben behandelt.
Die Stimulationszeiten betrugen hierbei allerdings 5, 10 und 15 min. In Abbildung 40 B) ist zu erken-
nen, dass eine Stimulationszeit von 5 min bereits ausreicht, um die TNF-a Ausschittung zu induzie-
ren. Demnach wird der Stimulus TSDIP Uber einen unbekannten Mechanismus innerhalb der ersten 5
min in die Zelle eingeschleust bzw. Pam3CSK4 des Kontrollansatzes iber TLR2 erkannt. Nachfolgend

mussen aber 4 h vergehen, bis eine Freisetzung von TNF-a zu beobachten ist (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 40: ELISA-Bestimmung der TNF-a-Konzentration in Uberstéanden 15, 30 und 60 min (A)) und 5, 10 und 15 min (B))
stimulierter Monozyten und anschlieRender Weiterinkubation mit purem Medium fir bis zu 4 h

3.15 Lokalisation von NOD2

3.15.1 Lokalisation in Monozyten

Uber die Lokalisation von NOD2 in humanen Monozyten ist wenig bekannt. Ein Nachweis der
zytoplasmatischen Lokalisation von NOD?2 ist bis jetzt nicht erbracht worden. Um die NOD2-Lokalisa-
tion in Monozyten visualisieren zu kénnen, wurden immunhistochemische Farbungen von NODZ2,
CD14 und Nukleinsduren durchgefiihrt. Mit fluoreszenzgekoppelten sekundaren Antikérpern konnte

die Hybridisierung der primaren Antikérper an das jeweilige Antigen sichtbar gemacht werden. Die
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Detektion der fluoreszierenden Signale erfolgte im konfokalen Laserscanningmikroskop unter Einsatz
von Lasern verschiedener Wellenlangen.

In Abbildung 41 ist zu erkennen, dass NOD2 im Zytoplasma vorzugsweise in der Kernbucht lokalisiert
ist. CD14 ist als rotes Signal auf der Zellmembran lokalisiert und weist keine Kolokalisation mit NOD2
auf. Die blau gefarbten Nukleinsduren detektieren den Zellkern. Die partielle Kolokalisation der NOD2-
Proteine und der Nukleinsduren sind basierend auf Isotypkontrollen (Daten nicht gezeigt) auf unspezi-

fische Bindungen des NOD2-Antikérpers zurtickzufiihren.

a-human NOD2

Uberlagerung

Abbildung 41: Lokalisation von NOD2 (griin), CD14 (rot) und Nukleinsauren (blau) in Monozyten mittels immunhistochemischer
Farbungen und anschlieRender Detektion im konfokalen Laserscanningmikroskop

Kolokalisation mit Lysosomen

Die Fragen nach der Lokalisation von NOD2 und nach der Aufnahme der aktiven synthetischen Pep-
tidoglykanstrukturen ergaben weitere zu untersuchende Aspekte. Es sollte geklart werden, ob NOD2
eventuell mit Lysosomen kolokalisiert, welche gegebenenfalls die aktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen in die Zelle transportieren. Hierzu wurden die Lysosomen stimulierter und unstimu-
lierter humaner Monozyten mithilfe des LysoTrackers detektiert. Parallel wurden NOD2 und die
Nukleinsguren immunhistochemisch angefarbt und die Fluoreszenzsignale der fixierten Zellen im
konfokalen Laserscanningmikroskop analysiert.

Das rote Signal des LysoTrackers ist in Form der runden Lysosomen zu erkennen (Abbildung 42).
Eine Kolokalisation der Lysosomen mit NOD2 lasst sich nicht feststellen. Die Nukleinsauren sind als
blaues Signal deutlich in Form des Zellkerns zu erkennen und weisen weder eine Kolokalisation mit

den rotgefarbten Lysosomen noch mit NOD2-Proteinen auf. Ein Unterschied in der Lokalisation von
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NOD2 und den Lysosomen in unstimulierten und mit TSDiP stimulierten Monozyten konnte nicht ge-

zeigt werden (Daten nicht gezeigt).

a-human NOD2

Uberlagerung

Abbildung 42: Immunhistochemischer Nachweis von NOD2 (griin), Lysosomen (rot) und Nukleinséuren (blau) in Monozyten im
konfokalen Laserscanningmikroskop

Kolokalisation mit Endoplasmatischem Retikulum (ER) und Golgiapparat

Da NOD2 in humanen Monozyten vornehmlich in der Kernbucht nachzuweisen ist, sollte untersucht
werden, ob NOD2 mit dem dort lokalisierten Endoplasmatischem Retikulum (ER) und/oder dem Golgi-
apparat kolokalisiert. Eine Farbung humaner Monozyten mit einem FITC-gekoppelten a-Calnexin
Antikdrper machte die Membranen des ER sichtbar (grun). Zuséatzlich wurde der Golgiapparat mit
einem Fluorochrom-gekoppelten wheat germ (Weizenkeim) Agglutinin Antikérper detektiert (blau). Das

rote Signal visualisiert die intrazellulare Lokalisation der NOD2-Proteine.
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a-human Calnexin-FITC

Uberlagerung

Abbildung 43: Immunhistochemischer Nach-weis von ER (grin), NOD2 (rot)und Golgiapparat (blau) in
Monozyten im konfokalen Laserscanningmikroskop

In Abbildung 43 ist zu erkennen, dass das griine Signal des FITC-gekoppelten a-Calnexin Antikérper
ebenso wie das blaue Fluoreszenzsignal des wheat germ Agglutinin in der Kernbucht lokalisiert ist.
Das rote Signal des NOD2-Proteins ist im Zytoplasma nachzuweisen. Eine Kolokalisation der NOD2-
Proteine ist partiell mit dem ER zu beobachten, vermehtrt tritt eine Assoziation von NOD2 aber mit dem
Golgiapparat auf. Einige fluoreszierende NOD2-Signale sind weder mit ER noch mit dem Golgiapparat

kolokalisiert.

Kolokalisation mit RIP2

Inohara et al. "° konnten anhand von Transfektionsstudien zeigen, dass NOD2 in HEK293-Zellen Uber
die CARD-Domane mit RIP2 interagiert und dadurch eine Induktion der NF-kB Translokation hervor-
ruft. Diese Beobachtung sollte anhand von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen verifiziert werden.
Daflr wurden humane Monozyten mit 100 ng/ml MDP stimuliert und anschliefend immunhisto-
chemisch angefarbt. Der NOD2 Antikérper wurde mit einem rot fluoreszierenden sekundaren Anti-
korper nachgewiesen, RIP2 wurde mit einem griin fluoreszierenden sekundaren Antikérper detektiert.
Die Nukleinsduren wurden mit TOTO-3-iodid nachgewiesen.

Wie bereits in Abbildung 41 gezeigt werden konnte, ist auch in dieser fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung (Abbildung 44) NOD2 konzentriert in der Kernbucht zu detektieren. RIP2 hingegen ist
zum einen mit der Zellmembran im zytoplasmatischen Bereich assoziiert, und zum anderen kolokali-
siert das griine Signal mit dem blauen Signal der Nukleinsauren im Zellkern. Bei der Uberlagerung der
drei Fluoreszenzsignale ist eine Kolokalisation von NOD2 und RIP2 teilweise im zytoplasmatischen

Bereich der Zellmembran und in der Kernbucht zu beobachten (Pfeile).
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a-human RIP2

Uberlagerung

Abbildung 44: Immunhistochemischer Nachweis von RIP2 (griin), NOD2 (rot) und Nukleinsduren (blau) in
Monozyten im konfokalen Laserscanningmikroskop

3.15.2 Lokalisation in HEK293-Zellen

Nachdem die NOD2-CDS wie unter 3.6 beschrieben erfolgreich in den pcDNADest47 Vektor kloniert
wurde, konnten Expressionsstudien und Lokalisationsstudien des NOD2-GFP in transient transfizier-
ten HEK293-Zellen durchgefiihrt werden. Erste Untersuchungen wurden zur Lokalisation des NOD2-
GFP am konfokalen Laserscanningmikroskop durchgefiihrt. Hierzu wurden die HEK293-Zellen mit
pcDNADest47-NOD2 transient transfiziert und fur 18 Stunden bei 37°C inkubiert. Die lebenden Zellen
wurden direkt am Laserscanningmikroskop untersucht. In Abbildung 45 sind die Ergebnisse aufge-
fuhrt.

NOD2-GFP

Abbildung 45: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit pcDNADest47 NOD?2 transient transfizierten
HEK293-Zellen. Die griinen Signale detektieren die NOD2-GFPs.
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Die griinen Fluoreszenzsignale sind deutlich im Zytoplasma zu erkennen. Ein starkeres Signal des
GFP ist in Regionen nahe dem Zellkern detektierbar. Dariber hinaus ist das Signal nicht homogen im
Zytoplasma verteilt, sondern lasst sich als kleinere ,Fluoreszenzspots® Uber die Flache des Zyto-

plasmas verteilt erkennen.

Verifizierung des NOD2-GFP Signals

Um zu Uberprifen, ob anhand des griinen Fluoreszenzsignals in den mit pcDNADest47 NOD2 tran-
sient transfizierten HEK293-Zellen tatsachlich auf die Lokalisation des NOD2-GFP-Proteins geschlos-
sen werden kann, wurden immunhistochemische Farbungen mit einem NOD2 Antikérper durchge-
fuhrt. Ein rot fluoreszierender sekundarer Antikérper wurde zur Detektion der an die NOD2-Antigene
gekoppelten NOD2 Antikérper verwendet. Parallel dazu wurden die Nukleinsduren mit TOTO-3-iodid
angefarbt.

In der Uberlagerung der Abbildung 46 ist zu erkennen, dass das griine Fluoreszenzsignal des NOD2-
GFP mit dem roten Fluoreszenzsignal des NOD2 Antikdrper kolokalisiert. Somit kann auf eine korrekte
Erkennung des NOD2 Antikorper von NOD2-GFP geschlossen werden. Der Grund fir ein starkeres
rotes Signal des anti-NOD2 Antikorpers ist, dass der a-NOD2 Antikdrper nicht nur die NOD2-GFPs

sondern auch die nativen, nicht GFP-fusionierten NOD2-Proteine der HEK293-Zellen erkennt.

NOD2-GFP

Uberlagerung

Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von mit pcDNADest47 NOD2 transfizierten HEK293-Zellen (NOD2-GFP;
griin). Der immunhistochemische Nachweis von NOD?2 ist rot dargestellt, die Nuleinsauren sind blau detektierbar



Ergebnisse 78

Kolokalisation mit Lysosomen

Wie bereits in Punkt 3.15.1 bei Monozyten analysiert, wurde eine moégliche Kolokalisation von NOD2
und den Lysosomen in den mit pcDNADest47 NOD2 transient transfizierten HEK293-Zellen gepriift.
Hintergrund hierzu ist ein moglicher Transport der von NOD2 erkannten synthetischen Peptido-
glykanstrukturen Uber die Lysosomen in die Zelle. Die Lysosomen wurden mit dem pH-abhangigen
Farbstoff LysoTracker visualisiert, die NOD2-Proteine konnten dank des fusionierten GFPs direkt in
lebenden Zellen detektiert werden.

In Abbildung 47 ist, wie bereits unter Punkt 3.15.2 beschrieben, eine Lokalisation des NOD2-GFP-
Signals in der Kernbucht zu beobachten. Eine Kolokalisation des grinen GFP-Signals und der rot

fluoreszierenden Lysosomen konnte partiell nachgewiesen werden (Pfeil).

NOD2-GFP

Uberlagerung

Abbildung 47: Immunhistochemischer Nachweis von NOD2 (griin) und Lysosomen (rot) in lebenden mit pcDNADest47 NOD2
transfizierten HEK293-Zellen im konfokalen Laserscanningmikroskop

Kolokalisation mit dem Golgiapparat

Um eine Kolokalisation von NOD2-GFP und dem Golgiapparat in lebenden HEK293-Zellen beobach-
ten zu kénnen, wurde der Golgiapparat mit einem Bodipy TRITC gelabelten Cs-Ceramid angefarbt.
Das gelabelte Ceramid gehort zu der Klasse der Sphingolipide, die wichtige Bestandteile von Bio-
membranen sind. Infolgedessen wurden neben den Membranen des Golgiapparates unter anderem
auch die Zellkernmembran und die Zellmembran als unerwiinschter Nebeneffekt angefarbt. Die Er-

gebnisse sind in Abbildung 48 dargestellt.
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Uberlagerung

Abbildung 48: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von NOD2-GFP (griin) und mit
BODIPY TRITC Cs-Ceramid (rot) gefarbten Membranen (Zellmembran, Zellkernmembran,
Golgiapparatmembran) in mit pcDNADest47-NOD?2 transfizierten HEK293-Zellen

Die rot fluoreszierende Golgiapparatmembran ist, wie erwartet, in der Kernbucht lokalisiert. Eine Ko-

lokalisiation mit dem griin fluoreszierenden NOD2-GFP ist in der Uberlagerung gut zu erkennen.

3.16 Kinetik des NOD2-GFP-Signals nach Stimulation

Die Lokalisation von NOD2 in humanen Monozyten und in mit pcDNADest47-NOD2 transient trasfi-
zierten HEK293-Zellen konnte in Abbildung 41 und Abbildung 45 bereits gezeigt werden. Um den
Verlauf des NOD2-GFP-Signals in HEK293-Zellen nach Stimulation mit dem aktiven TSDiP beobach-
ten zu kénnen, wurden das GFP Signal NOD2-GFP exprimierender HEK293-Zellen Uber einen Zeit-
raum von 90 min mithilfe eines beheizbaren konfokalen Laserscanningmikroskops detektiert. Hierzu
wurde alle 15 sec das grin fluoreszierende Signal stimulierter HEK293-Zellen aufgenommen. Die
Bilder konnten anschlieend hintereinandergeschaltet als Zeitraffer dargestellt werden. In Abbildung
49 sind beispielhaft die Aufnahmen der Zeitpunkte 0, 30, 60 und 75 min dargestellt.

Zum Zeitpunkt O der Stimulation ist ein grines Signal des NOD2-GFPs in den Zellen zu erkennen.
Nach einer Stimulationszeit von 30 min hat sich das Signal im Bereich der Kernbucht verstarkt. Da-
riber hinaus treten im Verlauf der Kinetik weitere griin fluoreszierende ,Signalspots® im Zytoplasma
der mit pcDNADest47-NOD?2 transient transfizierten HEK293-Zellen auf. Wird das GFP Signal 60 min
nach Stimulationsbeginn beobachtet, so kann eine im Vergleich zur Fluoreszenz des GFPs nach 30
min Stimulation gesteigerte Fluoreszenz detektiert werden. Weiterhin treten im Verlauf der GFP-
Detektion in den bisher GFP-negativen Zellen erste Fluoreszenzsignale auf (Pfeile), die sich nach 75-
mindtiger Stimulation verstarkt haben. Auch das Fluoreszenzsignal in der Kernbucht ist nach 75 min
Stimulation deutlich starker als im Vergleich zum Zeitpunkt 0 der Stimulation. In unstimulierten Mono-
zyten sieht man dagegen uber einen Zeitraum von 90 min kaum eine Zunahme des Fluoreszenz-

signals ((Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von NOD2-GFP (griin) in mit
pcDNADest47 NOD?2 transfizierten HEK293-Zellen zu den Zeitpunkten 0, 30, 60 und 75
min nach Stimulation mit 100 ng/ml TSDiP

3.17 Array-Analyse

Wie in Punkt 3.1.1 bereits gezeigt werden konnte, werden humane Monozyten durch das aktive
TSDiP zur TNF-a-Ausschittung angeregt. Darlber hinaus konnte mithilfe transient transfizierter
HEK293-Zellen bewiesen werden, dass das aktive TSDiP Gber NOD2 die HEK293-Zellen zur IL-8-
Freisetzung induziert. Um Unterschiede zwischen der von TSDIP Gber NOD2 induzierten Entzin-
dungsantwort und der durch Pam3CSK4 Uber TLR2 vermittelten Inflammation in Monozyten auf Gen-
ebene untersuchen zu kénnen, wurden mRNA-Array-Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurden Gen-
Arrays mit 96 humanen Genen inflammatorischer Zytokine und deren Rezeptoren verwendet. Die fur
die Array-Analyse eingesetzte cDNA wurde aus mRNA von i) mit 100 ng/ml TSDiP fur 4 Stunden
stimulierten humanen Monozyten, ii) mit 100 nM Pam3CSK4 fir 4 Stunden stimulierten Monozyten
und mit mRNA aus iii) unstimulierter Monozyten hergestellt. Hierbei sollten besonders die
Unterschiede in der Genxpression zwischen TSDiP-stimulierter und Pam3CSK4-stimulierter

Monozyten im Vordergrund stehen.
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Vergleich der Genexpression von unstimulierten und stimulierten Monozyten

In Abbildung 50 sind sowohl die Arrays der unstimulierten Monozyten und der mit Pam3CSK4 stimu-
lierten Monozyten als auch die x-fache Induktion der ansteigenden und absteigenden Genexpression
dargestellt. Exemplarisch sind die Spots der starksten ansteigenden und starksten absteigenden
Genexpressionen nach Stimulation mit Pam3CSK4 im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten
markiert. So ist zu erkennen, dass nach Stimulation mit Pam3CSK4 der Spot fiir das Gen IL-6 starker
erscheint als bei unstimulierten Monozyten und dass der bei den unstimulierten Monozyten erkenn-

bare Spot fiir das Gen Eotaxin 2 nach Stimulation mit Pam3CSK4 verschwindet.

i . Monozyten 4h stimuliert mit x-fache Induktif)n na(_:h x-fac_he Inlduktic!n nach
unstimulierte Monozyten 100 nM Pam3CSK4 Pam3CSK4-Stimulation von: TSDiP-Stimulation von:

5; 8 54

ansteigende
Genexpression

0,49 1L16

0,46 TGFB3

0,48 CCR2 absteigende
g:g 'I['L?:Rz 0,43 TGFB3 Genexpression
0137 IL1R2 0,40 IL6ST
0,24 IL13RA1 0,38 LTB
0,21 CXCR4 0,27 CXCR4

0,25 TNF receptor 2
0,19 IL-13 receptor alpha 1

0,19 IL6ST
0,13 eotaxin 2

Abbildung 50: mRNA-Arrays unstimulierter und mit 100 nM Pam3CSK4 fiir 4 h stimulierter Monozyten cDNA. Die x-fache
Induktion der ansteigenden und absteigenden Genexpressionen nach Stimulation mit Pam3CSK4 sind tabellarisch dargestellt.
Die am starksten positiv und negativ regulierten Gene sind exemplarisch markiert

Verifizierung der Arraydaten mittels ELISA

Die Uberstande der fiir die mRNA-Arrays verwendeten Zellen wurden parallel zur Genebene auf das
Vorhandensein von IL-8, TNF-q, IL-6 und IL-1B als Protein untersucht. Diese Untersuchungen dienten
zur Verifizierung der mithilfe der Arrays getroffenen Aussagen. In Abbildung 51 A), B) und C) sind die
Ergebnisse der TNF-a-, IL-6- und IL-1R-ELISAs aufgefiihrt.

Eine Freisetzung von TNF-a kann nach einer Stimulation der Monozyten mit TSDiP und Pam3CSK4
ebenfalls beobachtet werden. Hierbei induziert Pam3CSK4 eine Freisetzung gréoRerer Mengen TNF-a
als TSDiP (Abbildung 51 A)). 3,5 ng/ml TNF-a waren durch die Stimulation mit Pam3CSK4 im Ver-
gleich zu 1 ng/ml TNF-a nach Stimulation mit TSDiP im Medium messbar. Dieser Effekt ist auch bei
den Proteinen IL-6 und IL-13 zu beobachten (Abbildung 51 B) und C)): Beide Stimuli regen die Mono-

zyten zur Ausschittung von IL-6 und IL-13 an, wobei 100 nM Pam3CSK4 ausreichen, um eine im
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Vergleich zu TSDiP héhere Menge IL-6 bzw. IL-1 zu induzieren. Diese Ergebnisse korrelieren deut-
lich mit denen der Arrays, in denen eine IL-6, TNF-a und IL-13 Induktion auf Genebene nach Stimula-

tion mit TSDiP bzw. Pam3CSK4 klar zu detektieren ist.

A) TNF-0-ELISA B) IL-6-ELISA
4000 30000
8500 - 25000
3000 1 _
F 2500 - F 20000 1
2 2000 - 2 15000 1
w ©
Z 1500 7 21 10000 1
1000 -
« [ “
0 L 0
100ng/ml 100 nM 0 100 ng 100 nM 0
TSDIP P3 c TSDIP P3 c
Stimuli Stimuli [ng/ml]

C) IL-1R-ELISA
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IL-1R [pg/ml]
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P3
Stimuli

100 ng
TSDiP

Abbildung 51: TNF-a- (A)), IL-6- (B)) und IL-1R-ELISAs (C)) der Uberstande der fiir die mRNA-Arrays verwendeten Monozyten
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4 Diskussion

Seit 1997 von Medzhitov et al. "* der erste humane Toll-like Rezeptor (TLR) als wichtiger Bestandteil
der angeborenen Immunantwort identifiziert worden ist, wurde die Forschung auf dem Gebiet der
Erkennung pathogener Muster durch das angeborene Immunsystem stark intensiviert. Die Entde-
ckung der von Janeway et al. " als Pattern Recognition Receptors (PRRs) bezeichneten TLRs und
die dadurch ausgeléste Welle an Forschungsarbeiten sorgte fiir die Identifizierung von bis heute 11
TLRs im humanen System. Die damit einhergehende Identifizierung der spezifischen TLR-Liganden
zeigte im Verlauf der letzten 9 Jahre, dass es sich bei allen Agonisten um hochkonservierte bakterielle
Virulenzfaktoren handelt, den sogenannten Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs). Zu
ihnen zahlen unter anderem Lipopolysaccharid (LPS) als Teil der Gram-negativen Zellmembran,
Flagellin als Protein der bakteriellen Flagellen, die der Beweglichkeit dienen, oder die in der Zellwand
verankerten Lipopeptide und Lipoteichonsauren (Lipo Teichoic Acids, LTA). Als von Inohara et al. 2
und Girardin et al. *® die Familie der NOD-Proteine als intrazellulare Sensoren fiir bakterielle Zellwand-
bestandteile entdeckt wurde, wurde deutlich, dass neben dem breiten Spektrum extrazellularer
Rezeptoren eine ahnlich groRe Gruppe intrazellularer Rezeptoren existiert und dass die spezifischen
PAMPs als Liganden der PRRs als Ansatzpunkte fir medikamentdse Therapien bakteriell bedingter
Krankheiten von grof3er Bedeutung fiir die zukinftige klinische Forschung sein werden.

Um fundierte Aussagen Uber die genauen Erkennungsmechanismen von PAMPs durch PRRs und die
dadurch aktivierten Signalwege treffen zu kdnnen, wurden flr die Untersuchungen dieser Vorgange
reine Praparationen der PAMPs verwendet. Geringste Verunreinigungen der PAMP-Praparationen mit
anderen bakteriellen Virulenzfaktoren fiihrten leicht zu Fehlinterpretationen Uber die Spezifitat von
PRRs. Kirschning et al. ®* und Yang et al. ® beschrieben z. B. kurz nach der Entdeckung der TLRs
zuerst TLR2 als Rezeptor flir Endotoxin bzw. bakterielles Lipopolysaccharid, und auch Inohara et al. 4
beschrieben irrtimlich LPS als Ligand fiur NOD1 und NOD2. Travassos et al. 2 konnten schlieBlich
2004 aufdecken, dass PG nicht der spezifische Ligand flir TLR2 ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
an dieser Stelle angesetzt und mithilfe synthetisch hergestellter und reiner Peptidoglykanstrukturen
die Immunreaktionen humaner Immunzellen untersucht. Von grolem Interesse dabei waren die
Strukturanforderungen als ausschlaggebender Punkt in der Erkennung dieser synthetischen Pep-
tidoglykanstrukturen sowie die in den Erkennungsprozess involvierten Mechanismen und Rezeptoren.

Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf die intrazellularen NOD-Proteine gelegt.

Inflammatorische Aktivitat synthetischer Peptidoglykanstrukturen

Girardin et al. *® konnten zeigen, dass das im Peptidoglykan Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterien vorkommende Molekul Muramyldipeptid (MDP), bestehend aus der Saccharideinheit N-
acetyl-Muramylsaure (MurNAc) und den Aminosauren L-Alanin und D-Isoglycin, in Zellen eine NF-kB-
Aktivierung mit anschliefender Transkription von Entziindungsgenen induziert. Dies korreliert mit den
Beobachtungen dieser Arbeit, dass nur die synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit einer Peptid-
kette aus mindestens zwei (bestehend aus L-Alanin und D-Isoglycin) und maximal drei Aminosauren
(bestehend aus L-Alanin, D-Isoglycin und L-Lysin) in humanen mononuklearen Zellen und humanen

Monozyten inflammatorisch aktiv sind und nach 4-stindiger Exposition in diesen Immunzellen eine
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TNF-a-Freisetzung induzieren (Abbildungen 11 und 12). Die Anzahl der Saccharideinheiten spielt
hierbei keine Rolle. Somit kann das Molekil MDP mit seinen zwei Zuckermolekilen und den beiden
Aminosauren L-Alanin und D-Isoglycin als minimale, aus bakteriellen Zellwandbestandteilen isolierte
inflammatorisch aktive Struktur angesehen werden *®“®*°. Saccharidmolekiile mit Peptidketten aus
vier bis funf Aminosauren induzieren in humanen MNCs und humanen Monozyten hingegen kein
inflammatorisches Signal in Form von TNF-a. Daraus geht hervor, dass humane Immunzellen kein
Enzymrepertoire besitzen, um aus Saccharideinheiten mit Seitenketten bestehend aus vier bis flnf
Aminosauren aktive Strukturen mit zwei bis drei Aminosdurenseitenketten zu generieren. Dariber
hinaus konnten Moreillon et al. ™ mit Peptidoglykanfragmenten von Staphylococcus aureus zeigen,
dass lange l6sliche Peptidoglykanfragmente mit einem Molekulargewicht von tGber 100 kDa kaum eine
Entziindungsreaktion in Immunzellen auslésen. Wurden diese Peptidoglykanketten hydrolytisch in ihre
minimale Einheit bestehend aus zwei Zuckern (N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) und N-Acetyl-
glucosaminsaure(GIcNAc)) und einer Aminosdure (L-Alanin) gespalten, so verloren diese ihre
immunstimulatorische Eigenschaft komplett. Ein durch einen enzymatischen Verdau der Staphylokok-
ken-Zellwand generierte Mixtur aus inflammatorisch hochaktiven Fragmenten, bestehend aus
Saccharidtripeptiden und inaktiven Fragmenten, wie Monomeren und Aggregaten, lieferte schlieRlich
den Hinweis, dass die aktiven Strukturen des Peptidoglykans mindestens zwei Aminosauren beinhal-
ten miissen ™.

Das in der vorliegenden Arbeit als Positivkontrolle fiir die Stimulierbarkeit von Monozyten verwendete
I6sliche Peptidoglykan, eine Praparation aus dem Gram-positiven Bakterium Staphylococcus aureus,
die aus Fragmenten mit einer undefinierten Anzahl Saccharidmolekilen und einer unbekannten
Menge Aminosauren in den Peptidseitenketten besteht, induziert ebenfalls eine Freisetzung von
TNF-a in humanen mononuklearen Zellen und Monozyten (Abbildung 12). Demnach kann davon
ausgegangen werden, dass in den verwendeten I8slichen Fraktionen von Peptidoglykan entweder
Fragmente mit Peptidseitenketten von zwei bis drei Aminosauren vorhanden sind ™ oder ganz andere
Strukturen, wie z. B. Kontaminationen mit Lipopeptiden, eine inflammatorische Aktivierung ausgelost
haben. Diese aktiven Peptidoglykanstrukturen entstehen zum einen im Zuge der Remodulierung der
Bakterienzellwand, wie es bei der Zellteilung geschieht, und zum anderen nach hydrolytischer Spal-
tung des Peptidoglykans durch bakterielle Enzyme, welche sich in vier Klassen aufteilen lassen ">77 #4.
Eine Klasse beinhaltet die Muramidase, die das alternierende Zuckerriickgrat des Peptidoglykans
zwischen den Zuckern MurNAc und GIlcNAc hydrolisiert. Die zweite Klasse bilden die Glucosamida-
sen, welche die durch die Muramidasen entstandenen Disaccharide in Monosaccharide spalten. Die
Amidasen katalysieren die Abspaltung der ersten Aminosaure vom MurNAc, wahrend die Endopepti-
dasen die Aminosaureketten untereinander spalten. Aber auch Wirtsenzyme kénnen Peptidoglykan
spalten. So hat das Lysozym, wie es in Schleimhauten und sekretorischen Flissigkeiten vorkommt,
Muramidase-Eigenschaften und kann dadurch bakterielle Pathogene effektiv bekampfen **. Die durch
enzymatische Spaltung entstandenen Peptidoglykanstrukturen werden von Immunzellen des angebo-
renen Immunsystems erkannt und veranlassen diese zur Induktion einer Signalkaskade mit anschlie-
Render Freisetzung von TNF-a. Aus den oben genannten Beobachtungen kann geschlossen werden,

dass synthetische Peptidoglykanstrukturen mit mindestens zwei und maximal drei Aminosauren in der
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Peptidseitenkette und einer Anzahl von ein bis acht Saccharideinheiten als Bestandteil der Zellwand
Gram-positiver Bakterien als entziindunggsauslésende PAMPs anzusehen sind.

Bei mononukledren Zellen ist eine Mindestkonzentration der aktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen von 100 ng/ml erforderlich, um eine Induktion von TNF-a zu erzielen. Monozyten
hingegen werden schon bei einer Stimulation mit 10 ng/ml der aktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen zur Ausschittung von TNF-a angeregt. Die Beobachtung, dass bei MNCs eine
héhere Dosis Stimulus erforderlich ist als bei Monozyten, Iasst sich durch das Vorhandensein anderen
Immunzellen wie beispielsweise T- und B-Zellen in der Fraktion der mononukledren Zellen erklaren.
Dadurch ist der Anteil der TNF-a-produzierenden Monozyten in den MNCs geringer als im Vergleich
zu einer reinen Monozytenpopulation, was sich wiederum in den von Monozyten freigesetzten Men-
gen des Zytokins bemerkbar macht. Bemerkenswert ist hierbei allerdings, dass fir die Induktion der
TNF-a-Freisetzung in MNCs und in Monozyten eine Zugabe des Stimulus in das Medium der Kultur
genugt. Andere Untersuchungen zeigen, dass eine Freisetzung inflammatorischer Zytokine erst nach
einer Mikroinjektion bzw. Transfektion des Stimulus in die Zelle beobachtet werden konnte *°648:7879,
Girardin et al. konnte beispielsweise keine NF-kB Translokation in Makrophagen und mit NOD2 trans-
fizierten HEK293-Zellen nach Zugabe von 100 ng/ml des NOD2-Stimulus MDP in die Kultur beob-
achten *. Fir die Mikroinjektion bzw. Transfektion des Stimulus in die Zelle wurden Mengen von 100
ng/ml bendtigt, um eine Aktivierung der Zellen beobachten zu kénnen. Aus eigenen Untersuchungen
geht hervor, dass fiir eine inflammatorische Aktivierung der zuvor mit fiir die entsprechenden Rezepto-
ren kodierenden Plasmide transient transfizierten HEK293-Zellen eine Zugabe des Stimulus zum
Medium fur 18 h ausreicht, um eine IL-8-Freisetzung zu induzieren (Abbildung 16). Nach Mikroinjek-
tion bzw. Transfektion des Stimulus in die Zelle kann nach 4 h eine Aktivierung registriert werden. Die
direkte Verflgbarkeit des NOD-Stimulus im Zytoplasma ist vermutlich der Grund fur die schnelle Akti-
vierung der Zelle nach Mikroinjektion bzw. Transfektion, ohne dass der Stimulus, wie bei der Zugabe
des Stimulus in das Medium, Uber bisher unbekannte aktive oder passive Mechanismen in die Zelle
gelangen muss. Daraus leitet sich die Fragestellung ab, ob die Aktivierung mit extrazelluldren TLR-
Liganden mit einer anderen Kinetik erfolgt als die von NOD2-Liganden induzierte. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Kinetik der Stimulation von Monozyten mit synthetischen Peptido-
glykanstrukturen untersucht (Abbildung 28).

Die Stimulation der Monozyten Uber einen Zeitraum von vier Stunden und in zeitlichen Abstadnden von
60, 90, 120 und 240 min zeigt deutlich, dass Monozyten nach einer Stimulation mit aktiven syntheti-
schen Peptidoglykanstrukturen (TSDiP, MTriP, MDP) erst nach 240 min eine Freisetzung von TNF-a
induzieren. Werden die Zellen hingegen mit einem Agonisten eines extrazelluldren Rezeptors, wie z.
B. Pam3CSK4 als Agonist fir TLR2 oder LPS als Agonist fir TLR4, stimuliert, ist bereits nach 90 min
bei LPS bzw. nach 120 min bei Pam3CSK4 eine Ausschiittung von TNF-a zu beobachten. Dies deutet
darauf hin, dass die synthetischen Peptidoglykanstrukturen zur TNF-a-Freisetzung in Monozyten ent-
weder einen langsameren Signalweg beschreiten als die Agonisten fiir die extrazellularen Toll-like
Rezeptoren, oder dass durch die Aufnahme der synthetischen Strukturen in die Zelle eine zeitliche
Verzogerung bei der Induktion von TNF-a auftritt. 2003 konnte gezeigt werden, dass Muramyldipeptid
als minimales Peptidoglykanfragment vom intrazelluldaren PRR NOD2 erkannt wird 45:4614850 NOD2 ist

als intrazellulares Protein nicht auf der Zelloberflache exprimiert, sodass der Kontakt zwischen NOD2-
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Agonist und NOD2-Protein im Gegensatz zur Erkennung von spezifischen TLR-Liganden und extra-
zellular exprimierten TLRs im Zytoplasma stattfinden muss. Die Beobachtung der zeitlich verzdgerten
TNF-a-Freisetzung von Monozyten nach Stimulation mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstruktu-
ren aus Abbildung 28 wurde anhand von Phosphorylierungsstudien Gber die Zeit von MAP-Kinasen
verifiziert (Abbildung 31). MAP-Kinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung nach
Stimulation von Monozyten durch TLR-Agonisten und NOD2-Liganden 881 Dabei werden die MAP-
Kinasen ERK, p38 und JNK nach Stimulation der Zelle phosphoryliert, wodurch sie Uber weitere
Phosphorylierungsschritte wiederum an der Transkription von entzindungsrelevanten Genen, wie
beispielsweise Zytokinen, beteiligt ist 82

Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von ERK und p38 in den mit den aktiven syn-
thetischen Peptidoglykanstrukturen TSDiP und MDP stimulierten Monozyten im Vergleich zu den mit
LPS stimulierten Monozyten um 20 — 50 min verzogert auftritt (Abbildung 31). Die verzogerte inflam-
matorische Aktivierung der Immunzellen I&sst sich in einer Phosphorylierung von ERK nach 30 min
und einer Phosphorylierung von p38 nach 60 min im Vergleich zu einer Phosphorylierung von ERK
und p38 nach 10 min bei einer Stimulation mit LPS deutlich erkennen. Wie schon bei der Freiset-
zungskinetik von TNF-a nach Stimulation mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen beob-
achtet werden konnte, tritt die Aktivierung der Immunzellen zeitlich verzoégert auf. Dies bestatigt die
Beobachtung, dass der Beginn der Aktivierung der Signalkaskade spater eintritt als nach Stimulation
mit LPS Uber den extrazellularen Toll-like Rezeptor 4 (Abbildung 31). Durch den zeitlichen Verlauf der
Aufnahme der aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen in die Zelle verzogert sich die Aktivie-
rung der Signalkaskade, wodurch sich die spate Phosphorylierung der MAP-Kinasen (Abbildung 31)
und die verzdgerte Freisetzung von TNF-a erklaren lassen (Abbildung 28) % Der zeitliche Unterschied
in den beobachteten Verzégerungen (20 — 50 min bei der Phosphorylierung der MAP-Kinasen im
Gegensatz zu 120 min bei der TNF-a-Freisetzung) kann vermutlich auf unterschiedlich beschrittene
Signalwege nach der Phosphorylierung der MAP-Kinasen zuriickgefihrt werden, welche aber beide
schlie3lich zur Induktion von TNF-a fihren. Um diese Aussage verifizieren zu kdnnen, missten wei-
terfUhrende Untersuchungen zu den durch synthetische Peptidoglykanstrukturen induzierten Signal-
wegen durchgeflihrt werden.

Um die Stimulationskinetik der aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen genauer tberpriifen zu
kénnen, wurden immunhistochemische Farbungen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern an der
NF-kB-Untereinheit p65 durchgefihrt. P65 wird nach Aktivierung humaner Monozyten durch
Virulenzfaktoren als Untereinheit von NF-kB in den Zellkern translokiert, was zu einer Transkription

8 Wie bereits von Girardin et al. *

von Zytokingenen fihrt gezeigt werden konnte, ist die
Translokation von p65 ein Indiz fiir die Aktivierbarkeit von Zellen. Der Nachweis der p65-Translokation
nach Stimulation von Monzyten mit TSDiP konnte erst nach 60 min erbracht werden (Abbildung 30
A)), wohingegen die NF-kB-Untereinheit p65 der mit Pam3CSK4 stimulierten Monozyten schon nach
einer 30-minutigen Stimulation im Kern lokalisiert zu sehen ist (Abbildung 30 B)). Die im Vergleich zur
Pam3CSK4-Stimulation verzdgerte Aktivierung der Monozyten nach Inkubation mit TSDIP ist ein
weiteres Indiz fur einen verzdgerten Verlauf der Aufnahme der NOD-Stimuli in die Zelle. Die
Translokation von p65 ist nach einer Stimulation mit TSDiP nach 120, 150 und 180 min zu

beobachten, wobei der Aktivierungseffekt nach 210 und 240 min Stimulation nicht mehr nachzuweisen
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ist. Dies deutet auf eine transiente Aktivierung der Zellen hin, wie sie auch bei vielen anderen Stimuli
beobachtet werden kann. Nach Stimulation mit Pam3CSK4 ist die transiente p65-Translokation bereits
nach 90 min auf Ausgangsniveau reduziert. Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass eine
Stimulation von Monozyten mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen eine im Vergleich zu
extrazellular mit TLR-Liganden stimulierten Zellen verzdgerte transiente Aktivierung hervorruft. Dies ist
zu erkennen an der zeitlich spater einsetzenden MAP-Kinase-Phosphorylierung (Abbildung 31),
TNF-a-Freisetzung (Abbildung 28) und p65-Translokation (Abbildung 30 A) und B)).

Einfluss von TLR-Rezeptoren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass synthetische Peptidoglykanstrukturen mit mindestens zwei
und maximal drei Aminosduren und unabhangig von der Anzahl der Saccharidmolekile in mono-
nuklearen Zellen und Monozyten eine inflammatorische Aktivierung hervorrufen, sollte geklart werden,
ob diese Aktivierung im Zusammenhang mit den extrazellularen PRRs fur PAMPs des angeborenen
Immunsystems steht. Da die synthetischen Peptidoglykanstrukturen Bestandteile des natiirlich vor-
kommenden Peptidoglykans darstellen " und Peptidoglykan bis zur Veroffentlichung von Travassos
et al. 2004, in der die TLR2-Unabhangigkeit von PG erstmals beschrieben wurde, als potenter TLR2-
Stimulus angesehen wurde ??, wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur TLR2- und
TLR4-induzierten Aktivierung durch synthetische Peptidoglykanstrukturen durchgefuhrt. Anlass zur
Einbeziehung von TLR4 in die folgenden Untersuchungen waren Publikationen von Inohara et al.,
Girardin et al. und Ogura et al., in denen von einer NOD-abhangigen LPS-Erkennung berichtet wurde
38454559 Diese Beobachtung konnte allerdings spater widerlegt werden, indem eine Verunreinigung
der LPS-Praparation mit Peptidoglykanfragmenten, die schlieRlich fir die NOD-Aktivierung verant-
wortlich war, nachgewiesen werden konnte #¢49°084,

Es konnte gezeigt werden, dass die Blockierung des Rezeptors TLR2 und des Adaptermolekiils CD14
zu keiner Beeinflussung der durch synthetische Peptidoglykanstrukturen induzierten TNF-a-Freiset-
zung fuhrt (Abbildung 13 und 14). Die TLR2-Unabhangigkeit konnte dann durch Studien mit transient
transfizierten HEK293-Zellen und CHO-Zellen verifiziert werden (Abbildung 15 und 16). Ebenso
konnte eine Beteiligung von TLR4/MD2/CD14 an der Aktivierung von HEK293-Zellen ausgeschlossen
werden. Nach der Identifizierung von NOD2 als intrazellularer Rezeptor flir Bestandteile des Pep-

tidoglykans Gram-positiver Bakterien (genauer MDP) 424614850

sollte im Rahmen der im Folgenden
diskutierten Versuche ein Nachweis der Beteiligung von NOD2 an der Erkennung synthetischer Pep-

tidoglykanstrukturen erbracht werden.

NOD2 als Rezeptor fiir synthetische Peptidoglykanstrukturen

Obwohl in sédmtlichen in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen und Zelllinien ein Nachweis von
NOD1- und NOD2-mRNA mittels PCR erbracht werden konnte (Abbildung 17), waren untransfizierte
HEK293-Zellen und CHO-Zellen mit MDP oder synthetischen Peptidoglykanstrukturen nicht stimulier-
bar. Mdglicherweise exprimieren diese Zellen nicht die fiir eine erfolgreiche Erkennung notwendige
Menge des NOD2-Proteins, wie sie beispielsweise in mononukleadren Zellen oder Monozyten zu fin-
den sind. Um diese Aussage verifizieren zu kénnen, misste ein Protein-Nachweis des exprimierten

NOD2-Proteins mithilfe eines geeigneten Antikdrpers im Westernblot sowie dessen anschlieRender
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Quantifizierung durchgefuhrt werden. Denkbar ware auch, dass synthetische Peptidoglykanfragmente
durch einen anderen Mechanismus oder Rezeptor als NOD2 eine inflammatorische Aktivierung in
mononuklearen Zellen und Monozyten auslosen. Aus diesem Grund wurden NOD1- und NOD2-kodie-
rende Plasmide hergestellt, um die NOD1- bzw. NOD2-Abhangigkeit der Stimulation von syntheti-
schen Peptidoglykanstrukturen aufzeigen zu kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass die bereits in mononuklearen Zellen und Monozyten aktiven syntheti-
schen Peptidoglykanstrukturen in mit NOD2-kodierenden Plasmiden transient transfizierten HEK293-
Zellen eine Ausschittung des Entzindungsmarkers IL-8 induzieren (Abbildung 23 und 24 A) und B)).
Dabei sind auch in diesem Modell die unaktiven, synthetischen Peptidoglykanstrukturen mit mehr als
drei Aminosauren nicht in der Lage, transfizierte HEK293-Zellen zu aktivieren. Somit kann bestatigt
werden, dass die aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen, denen das minimale NOD2-Erken-
nungsfragment MDP gemeinsam ist, iber NOD2 erkannt werden und Immunzellen dadurch zu einer
Ausschuttung inflammatorischer Zytokine veranlassen.

Da bereits 1990 gezeigt werden konnte, dass bei der Erkennung von Virulenzfaktoren Rezeptormole-

kile wie CD14 eine wichtige Rolle spielen 85-93

, wurde der Frage nachgegangen, ob CD14 bei der
Erkennung von Peptidoglykanstrukturen Gber NOD2 ebenfalls eine Bedeutung hat. Durch die funktio-
nelle Blockierung des Proteins CD14 auf der Oberflache von Monozyten durch einen monoklonalen
Antikdrper konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Beteiligung von CD14 an der Erkennung syntheti-
scher Peptidoglykanstrukturen ausgeschlossen werden (Abbildung 25). Dies lasst sich damit begrin-
den, dass CD14 unter anderem als Membranprotein, welches extrazellular in der Membran verankert
ist, oder als I6sliches Protein im extrazellularen Raum vorkommt *. Somit steht CD14 aufgrund raumli-
cher Distanzen fiur eine Komplexbildung mit dem intrazelluldren NOD2-Protein nicht zur Verfigung.
Auf der anderen Seite kénnte allerdings eine 16sliche Form des Proteins CD14 eine wichtige Rolle bei
der Prasentation und Verfugbarkeit der NOD2-Liganden spielen, indem es z. B. im Serum von Pa-
tienten mit akuter Inflammation die spezifischen NOD2-Liganden bindet und somit den Immunzellen
zur Verfligung stellt. Diese wichtige Rolle konnte CD14 bereits bei der Erkennung von LPS und PG
zugeschrieben werden, da das in héheren Serumkonzentrationen vorkommende |6sliche CD14 bei
Patienten mit einer akuten Inflammation die vorkommenden Pathogenitatsfaktoren, wie z. B. PG und
LPS, bindet und den Immunzellen dadurch zuganglicher macht **®®. Dziarski et al. konnte zudem
zeigen, dass l6sliches CD14 die Struktur MDP in immobilisierter Form bindet, was auf das Vorhan-
densein polymerer Formen von MDP oder PG fur deren Erkennung durch CD14 hinweist % Diese
Tatsache konnte auf eine Rolle von CD14 bei der zellularen Aufnahme von synthetischen Peptido-
glykanstrukturen hindeuten, wie es bereits von Aderem et al. bei der Aufnahme von Bakterien gezeigt
werden konnte %*. Dabei spielt CD14 neben anderen membrangebunden Rezeptoren eine wichtige
Rolle bei der Induktion der zelluldren Aufnahme durch die Immunzellen.

Antagonistische Effekte spielen in den medikamentdsen Therapien heutzutage eine wichtige Rolle.
Dabei macht man sich die Tatsache zunutze, dass das eingesetzte antagonistische Medikament die
Bindungsstelle des Zielproteins fir z.B. Inflammationsmarker wie TNF-a blockiert und dadurch keine
Signalweiterleitung mehr stattfinden kann. Diese Tatsache spiegelt sich in der Therapie mit Antikor-
pern gegen TNF-a (Biologicals) wider % wie sie unter anderem bei der Behandlung der rheumati-

98;99

schen Arthritis oder Psoriasis eingesetzt wird . Diese so genannten Biologicals werden biopharma-
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zeutisch unter Zuhilfenahme fermentierender Anlagen und gentechnisch veranderter Organismen in
groBem Umfang produziert und die hergestellten Proteine nach deren Aufreiningung fiir die medizini-
sche Therapie verwendet. Bei der Therapie mit den anti-TNF-Rezeptor Antikrpern blockieren diese
den TNF-Rezeptor, wodurch das native TNF-a keine Aktivierung der Zielzelle induzieren kann '®.
Auch bei der mit NOD2-Mutationen in Verbindung gebrachten Krankheit Morbus Crohn kénnte hier ein
Ansatzpunkt zur Aufkldrung der Krankheitsfaktoren liegen. Nach Erkenntnissen von Kobayashi et al.
verhindert die Erkennung von Peptidoglykanstrukturen Gber NOD2 in den Epithelzellen des Darms, z.
B. durch die Regulierung der Expression von a-Defensinen, welche als antiinflammatorische Proteine

bei der Wirtsverteidigung eine grolRe Rolle spielen, normalerweise eine Hyperinflammation 101

. Liegt
allerdings eine NOD2-Mutation vor, so geraten die sonst im Gleichgewicht stehenden Prozesse zur
Regulierung der intestinalen Entziindung ins Wanken, und eine chronische Inflammation des Darms

ist die Folge (Morbus Crohn) **'!

. Hier stellt sich die Frage, ob die bei Morbus Crohn-Patienten beob-
achtete Hyperinflammation neben den bereits beschriebenen NOD2-Mutationen auch durch antago-
nistische Effekte erklart werden kann **°%'%2 Antagonistische Substanzen kénnten die Bindungsstelle
fur NOD2-Liganden blockieren und somit eine Hyperinflammation induzieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob das inaktive synthetische Peptidoglykanfragment
TSPentaP aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit den aktiven synthetischen Peptido-
glykanstrukturen antagonistische Eigenschaften bei der Aktivierung humaner Immunzellen durch
aktive synthetische Peptidoglykanstrukturen aufweist (Punkt 3.9). Allerdings konnte bei einer Vorinku-
bation mit TSPentaP weder bei MNCs (Abbildung 27) noch bei HEK293-Zellen (Abbildung 26) ein
antagonistischer Effekt des inaktiven synthetischen Peptidoglykanfragmentes TSPentaP beobachtet
werden. Die Vermutung liegt nahe, dass die Bindungsstelle des NOD2 fir die aktiven synthetischen
Peptidoglykanstrukturen nur Di- bzw. Tripeptide erkennt und alle langeren Peptidketten aus sterischen
Grunden nicht erkannt werden koénnen. Daher ist kein antagonistischer Effekt des TSPentaP zu
erkennen.

Es konnte gezeigt werden, dass aktive synthetische Peptidoglykanstrukturen tber NOD2 erkannt
werden und dass das Adaptormolekil CD14 hierbei keine Rolle spielt. Dartiber hinaus ist ein antago-
nistischer Effekt von inaktiven synthetischen Peptidolgykanstrukturen nach Vorinkubation mit
TSPentaP nicht zu beobachten.

Lokalisation von NOD2

NOD2 wurde in der Literatur bereits mehrfach als intrazelluldres Protein beschrieben #°4¢4850

nur
konnte bis vor kurzem kein eindeutiger Nachweis der intrazelluldren Lokalisation von NOD2 erbracht
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Aufkldrung der Lokalisation von NOD2 und eventuell
vorkommenden Interaktionen mit anderen Signalproteinen bzw. Zellkompartimenten Untersuchungen
am konfokalen Laserscanningmikroskop durchgefiihrt. Die gewonnenen Daten sollten Aufschluss Gber
den Transport und die Lokalisation des NOD2-Proteins in der Zelle liefern.

Erste Untersuchungen zeigen, dass NOD2 in Monozyten und in HEK293-Zellen intrazellular in der
Nahe der Kernbucht lokalisiert ist (Abbildung 41 und 45) und dass das Fluoreszenzsignal des sekun-
daren Antikérpers nicht homogen detektierbar ist, sondern dass es eine kdrnige Struktur aufweist.

Auch Barnich et al. konnten kiirzlich die NOD2-Proteine in HEK293-Zellen intrazellular lokalisieren '%.



Diskussion 90

Eine Assoziation der NOD2-Proteine mit Zellkompartimenten kénnte der Grund fir das heterogene,
kornige Signal sein. Ein homogenes Signal wirde auf eine freie Verfligbarkeit von NOD2 im Zyto-
plasma hinweisen. Der Golgiapparat und das endoplasmatische Retikulum (ER) stehen in Verbindung
mit Proteinmodifikationen und -transport in der Zelle und waren daher von gro3em Interesse fir wei-

tere Untersuchungen '™

. Es ist bekannt, dass z. B. bestimmte Rezeptoren lber das ER, den Golgi-
apparat und den daraus abgeschniirten Golgivesikeln durch das Zytoplasma unter anderem an die
Zellmembran transportiert werden, an der eine Verschmelzung der Golgivesikel mit der Zellmembran
stattfindet und dadurch die Rezeptoren bzw. Proteine eine Assoziation mit der Zellmembran eingehen
1% |m Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine partielle Kolokalisation von NOD2 mit
dem Golgiapparat und dem ER in Monozyten nachzuweisen ist, jedoch auch Signale von NOD2-
Proteinen im Zytoplasma ohne Assoziation mit dem Golgiapparat oder dem ER zu detektieren sind
(Abbildung 43). Die Assoziation von NOD2 mit dem Golgiapparat ist dabei starker als die Kolokalisa-
tion mit dem ER. Da das ER u. a. an der Translation und Faltung von Proteinen beteiligt ist '%®, deutet
die Kolokalisation von NOD2 und dem ER auf eine Modulation von NOD2 im ER hin. Die Assoziation
von NOD2 mit dem Golgiapparat ist bedeutend bei der Distribution von NOD2 nicht nur in Monozyten,
denn auch in HEK293-Zellen ist eine deutliche Kolokalisation von NOD2 mit dem in der Kernbucht
befindlichem Golgiapparat zu detektieren (Abbildung 48). Die lokale Prasenz des NOD2-Proteins nach
Stimulation mit dem aktiven synthetischen Peptidoglykanfragment TSDiP und damit einhergehend die
Intensitat der fluoreszierenden Signale war ein weiterer wichtiger Aspekt der Untersuchungen am
konfokalen Laserscanningmikroskop (Abbildung 49). Die Analysen sollten Aufschluss Uber die Distri-
bution von NOD2 nach der Stimulation mit TSDiP im Verlaufe der Zeit geben, um Ansatzpunkte Uber
eventuell auftretende Assoziationen mit leicht zuganglichen Zellkompartimenten zu liefern. Eine Zu-
nahme des fluoreszierenden Signals aufgrund einer Akkumulation der NOD2-GFP-Proteine nach
Stimulation der HEK293-Zellen Uber einen Zeitraum von 90 min ist in Abbildung 49 deutlich sichtbar.
Die Verstarkung der bereits existierenden Fluoreszenzsignale deutet auf eine starke Akkumulation
nach Stimulation hin, was bei einer Stimulation mit einem NOD2-unabhangigen Stimulus wie bei-
spielsweise TNF-a nicht zu beobachten ist (Daten nicht gezeigt). Die zunehmende zelluldre Lokalisa-
tion des NOD2-Signals ist Ubereinstimmend mit der Lokalisation des Golgiapparates (Abbildung 48).
Eine bedeutende Rolle des Golgiapparates bei der Distribution von NOD2 in HEK293-Zellen ist somit
wahrscheinlich. Genauere Mechanismen der Distribution mussten allerdings in weiterfihrenden Un-
tersuchungen analysiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits nachgewiesen werden, dass NOD2 Strukturen des Peptido-
glykans Gram-positiver Bakterien erkennt und diese Erkennung zu einer inflammatorischen Aktivie-
rung humaner Immunzellen fihrt. Es wurde bereits berichtet, dass phagozytierte Bakterien in den aus

Phagosomen resultierenden Lysosomen durch Enzyme degradiert werden 107

und dabei Peptido-
glykan bzw. Peptidoglykanfragmente freigesetzt werden. Hier kénnte der Angriffspunkt von NOD2
liegen, indem der Ort der Erkennung von Peptidoglykanstrukturen durch NOD2 in der Nahe der Lyso-
somen lokalisiert ist. Um diese These zu stitzen, wurden Kolokalisationsstudien von NOD2 mit Lyso-
somen in Monozyten und in HEK293-Zellen durchgefuhrt (Abbildung 42 und 47). In Monozyten konnte
keine und in HEK293-Zellen eine partielle Kolokalisation von NOD2 mit Lysosomen beobachtet wer-

den. Der Unterschied der untersuchten Zelltypen kdnnte hierbei ausschlaggebend sein: HEK293-
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Zellen sind eine epitheliale Zelllinie, wohingegen Monozyten zu den Leukozyten des menschlichen
Immunsystems zahlen. Da Epithelzellen, wie sie im Lungengewebe oder der Schleimhaut des Darms
vorkommen, haufiger pathogenen Krankheitserregern ausgesetzt sind als Monozyten im Blut 108
kénnte ein unterschiedlicher Transportmechanismus der Peptidoglykanstrukturen fir die beobachteten
Unterschiede in den Zellen verantwortlich sein. Zur Verifizierung dieser Aussage sind allerdings

weiterfihrende Untersuchungen erforderlich.

Zellulare Aufnahme der synthetischen Peptidoglykanstrukturen
Uber die intrazelluldren Toll-like Rezeptoren 3, 7/8 und 9 des angeborenen Immunsystems ist

bekannt, dass die Prasentation und Erkennung der Nukleinsaureliganden in Endosomen stattfindet '

"4 Dabei werden die Pathogene iiber eine rezeptorvermittlelte Phagozytose in frihen Endosomen in
die Zelle transportiert und die enzymatisch aufgeschlossenen, pathogenspezifischen Molekiile Gber
MHC Molekiile auf der Oberflache der Zellen prasentiert *. Darliber hinaus werden bei der Degrada-
tion der phagozytierten Bakterien und Viren pathogene Nukleinsauren freigesetzt, die wiederum von
den endosomal lokalisierten TLR3, TLR7/8 und TLR9 erkannt werden. Da Uber die Aufnahme und den
Transport der Liganden des intrazellularen Rezeptors NOD2 kaum etwas bekannt ist, wurde im Rah-
men der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, wie die NOD2-Agonisten in die Zielzelle
gelangen und wie sie intrazellular transportiert werden. Genauer untersuchte Aufnahmemechanismen
waren hierbei die Phagozytose und die Makropinozytose.

Es ist bekannt, dass bakterielle Pathogenitatsfaktoren in Immunzellen eine Signalkaskade aktivieren
kdnnen, die die Polymerisation von Aktinfilamenten des Zytoskeletts und dadurch die Ausbildung von

Phagosomen initiiert ''°

. Eine Beteiligung der Phagozytose an der Erkennung synthetischer Petido-
glykanstrukturen wurde bis heute nicht nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine nach
Vorinkubation mit Cytochalasin D auftretende Reduktion der Anzahl aufgenommener fluoreszierender
Latexbeads um knapp 40% (Abbildung 32 und 33) und eine um ca. 50% reduzierte Freisetzung von
TNF-a nach Stimulation mononukledrer Zellen mit dem phagozytoseabhangigen Stimulus Zymosan
(Abbildung 35) festgestellt werden, ohne jedoch die Stimulierbarkeit der mononuklearen Zellen durch
aktive synthetische Peptidoglykanstrukturen zu beeinflussen (Abbildung 35). Dies deutet auf einen
phagozytoseunabhangigen Transport der synthetischen Peptidoglykanstrukturen in die Zelle hinein
hin, da Cytochalasin D als Toxin des Pilzes Zygosporium mansonii die Polymerisation von Actin- und
Mikrotubulinfilamenten des zellularen Cytoskeletts, die fur die Phagozytose unabdingbar sind, verhin-
dert "'%""%""° Die 50%ige Reduktionsrate der Phagozytoseaktivitat (FACS-Analyse, Abbildung 32) und
der TNF-a-Freisetzung (ELISA, Abbildung 35) der mit Cytochalasin D vorbehandelten Zellen konnte
auch durch Einsatz héherer Mengen Cytochalasin D oder eine Verlangerung der Vorinkubationszeit
nicht gesteigert werden. Allerdings konnte im konfokalen Laserscanningmikroskop eine nahezu voll-
stédndige Blockierung der Phagozytose durch die Vorinkubation von Monozyten mit phagozytose-
hemmenden Substanzen nachgewiesen werden. Der Unterschied in den Ergebnisse dieser beiden
Detektionsmethoden (FACS und konfokale Laserscanningmikroskopie) geht wahrscheinlich auf die
Tatsache zurick, dass im konfokalem Laserscanningmikroskop genau zwischen phagozytierten und
von aufden angehafteten FITC-gekoppelten Latexbeads unterschieden werden kann. Im FACS hinge-

gen kénnen phagozytierte FITC-gekoppelte Latexbeads und an den Zellen aufien angehaftete Beads



Diskussion 92

nicht unterschieden werden. Untersuchungen mit anderen phagozytoseblockierenden Substanzen,
wie Monodansylcadaverin (MDC) oder Azid, konnten die Beobachtungen an den mit Cytochalasin D
vorbehandelten Zellen im ELISA allerdings nicht bestatigen (Abbildungen 36 und 37), auch wenn die
FACS-Analyse bzw. konfokale Laserscanningmikroskopie der mit MDC oder Azid behandelten Zellen
eine reduzierte Aufnahme bzw. eine nahezu vollstandige Blockade der Aufnahme von FITC-gekop-
pelten Latexbeads erkennen lasst (Abbildung 32 und 33). Diese Reduktion bzw. Blockade deutet da-
rauf hin, dass der Einfluss der phagozytoseblockenden Substanzen MDC und Azid auf die Aufnahme
der FITC-gekoppelten Latexbeads spezifisch ist, und dass eine Beeinflussung der TNF-a-Freisetzung
nach Behandlung mit diesen Substanzen nicht nachzuweisen ist. Es ist lediglich eine allgemeine
Reduktion der TNF-a Ausschittung (auch nach phagozytoseunabhangiger TLR4-Stimulation mit LPS

12%) zu beobachten, was im Fall von Azid auf deren Zytotoxizitat '*' und im Fall von MDC auf die Inhibi-

tion der Transglutaminase 22 einem an der Internalisierung von Rezeptoren beteiligten
membrangebundenen Enzym, zuriickzufihren ist. Dartber hinaus kann die MDC- und Azid-induzierte
Beeinflussung der Phagozytoseaktivitdt in den FACS-Analysen und in der konfokalen Mikroskopie,
aber nicht in den ELISA-Daten dadurch erklart werden, dass MDC und Azid eventuell einen Einfluss

auf die TNF-a-Freisetzung, aber nicht auf die Aufnahme synthetischer Peptidoglykanstrukturen haben.

Neben der Phagozytose spielt aber auch der actinunabhangige Mechanismus der Makropinozytose
eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von beispielsweise Antigenen oder Wachstumsfaktoren 1o,
Makropinozytose ist charakterisiert durch die Aufnahme von Molekilen in heterogene dynamische
Vesikel, die groRer als 1 ym im Durchmesser sind und actinunabhangig durch die Formation von
Pseudopodien gebildet werden "%%""%1"5"7 Eine Blockierung der Makropinozytose kann durch eine
Vorbehandlung der Zellen mit der Substanz 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amilorid (EIPA) induziert werden,
welche den Na*/H*-Austausch in der Zelle hemmt und dadurch die Formation von Makropinosomen

110;123-125

verhindert . Makropinozytose wird innerhalb von Sekunden bzw. Minuten nach der Stimulation

der Immunzellen vollzogen 10115

und musste sich bei einer erfolgreichen Blockade der Makropino-
zytose durch EIPA als der durch synthetische Peptidoglykanstrukturen induzierte, aktivierte Aufnah-
memechanismus identifizieren lassen. Die Daten aus Abbildung 40 verdeutlichen, dass eine Stimula-
tion von bereits 5 min ausreicht, um Monozyten zu einer TNF-a-Freisetzung anzuregen. Somit kdnnte
der Mechanismus der Makropinozytose als Aufnahmemechanismus der synthetischen Pep-
tidoglykanfragmente in die Zelle infrage kommen, obwohl in der vorliegenden Arbeit keine Beeinflus-
sung durch Amiloride auf die durch aktive synthetische Peptidoglykanstrukturen induzierte TNF-o-

Freisetzung nachzuweisen war (Abbildung 38). Nakase et al. 126

konnten 2004 zeigen, dass der
Transport argininreicher Peptide makropinozytoseabhangig ist und dass der Transport dieser Peptide
durch die Vorbehandlung der Zellen mit EIPA blockiert werden konnte. Eventuell spielen die
hydrophoben oder hydrophilen Eigenschaften der von Nakase et al. verwendeten Peptide eine Rolle

bei dem Aufnahmemechanismus in die Zelle ™

. Bemerkenswert allerdings ist der Einfluss der
Substanz EIPA auf die Translokation von p65 in den Zellkern von Monozyten nach Stimulation mit
TSDIiP (Abbildung 34). Es konnte festgestellt werden, dass eine Vorbehandlung der Zellen mit EIPA,
gefolgt von einer Stimulation mit dem aktiven synthetischen Peptidoglykanfragment TSDIP, eine

Translokation von p65 in den Zellkern verhindert. Dieses Phanomen ist nach einer Stimulation mit
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LPS nicht zu beobachten (Abbildung 34). Dies deutet darauf hin, dass die Vorbehandlung der Mono-
zyten mit EIPA einen Einfluss auf die p65-Translokation, jedoch nicht auf die TNF-a Auschittung
infolge einer Stimulation mit TSDiP hat. Dies Iasst darauf schlieRen, dass bei der TNF-a Ausschiittung
und der p65-Translokation unterschiedliche Signalkaskaden eine Rolle spielen, in denen verschiedene
Mechanismen der Signalweiterleitung involviert sind. Z. B. kdnnte eine Beeinflussung der Assoziation
von NOD2 mit RIP2 nach Stimulation mit synthetischen Peptidoglykanstrukturen, wie sie im Rahmen
dieser Arbeit bestatigt werden konnte (Abbildung 44), in weiterfUhrenden Untersuchungen analysiert
werden. Diese Assoziation erfolgt im Zuge der Zellaktivierung als Teil der induzierten Signalkaskade
60127129 Bereits Pauleau et al. konnten zeigen, dass eine Interaktion von NOD2 und RIP2 ber deren
CARD-Domanen als Zeichen der Zellaktivierung nachzuweisen ist % Die im Zuge der Zellaktivierung
induzierte Phosphorylierung der MAP-Kinasen bleibt durch die Vorbehandlung mit EIPA allerdings
unbeeinflusst. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass eine Vorbehandlung von
Monozyten mit EIPA gefolgt von einer Stimulation mit TSDiP bzw. MDP die Phosphorylierung der
MAP-Kinasen nicht verhindert (Abbildung 39). Dies deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung der
MAP-Kinasen nach Stimulation mit TSDiP bzw. MDP Bestandteil des aktivierten Signalwegs ist und
dartber hinaus von einer EIPA-Vorbehandlung unbeeinflusst bleibt. Im Gegensatz dazu kdnnte ein
durch EIPA blockierbarer Mechanismus fur die Signalweiterleitung nach der MAP-Kinasen-Phospho-
rylierung von Bedeutung sein. In weiteren Analysen konnte die Beteiligung dieser durch EIPA
beeinflussbaren Mechanismen an der p65-Translokation untersucht sowie eine eventuelle Aufnahme
der synthetischen Strukturen iber einen aktiven und rezeptorvermittelten Transport analysiert werden.
Vavrika et al. konnten bereits den intestinalen Di- und Tripeptid-Transporter, human Peptide
Transporter 1 (hPepT1), identifizieren, der beim apikalen Transport der Peptidoglykanstruktur MDP in
Epithelzellen von groRer Bedeutung ist %122 Der direkte Transport in die Zelle konnte allerdings nur in
Epithelzellen und nicht in humanen Immunzellen, wie beispielsweise Monozyten, nachgewiesen
werden. Ferner misste in fortflihrenden Untersuchungen der hPepT1-vermittelte Transport aktiver
synthetischer Peptidoglykanstrukturen gezeigt werden, um einen eindeutigen Zusammenhang des
hPepT1-Transporters mit der Erkennung bakterieller synthetischer Peptidoglykanstrukturen tber den
intrazellularen Rezeptor NOD2 darstellen zu kénnen. Zur Untersuchung dieser Hypothese ware eine
Blockade des hPepT1-Transporters durch die Substanz Valacyclovir denkbar, wie sie bereits von
Phan et al. gezeigt werden konnte 30 Auch Studien mit spezifischer hPepT1 siRNA kénnten die
Beteiligung des humanen Peptidtransporters 1 am Transport synthetischer Peptidoglykanstrukturen in
die Zelle verifizieren **.

Zusammenfassend kann die Beteiligung der Phagozytose als Prozess der zellularen Aufnahme bei
der Stimulation humaner Monozyten mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen ausgeschlos-
sen werden. Makropinozytose scheint bei der p65-Translokation, aber nicht bei der Freisetzung von

TNF-a nach der Stimulation mit TSDiP eine Rolle zu spielen.

Differenzielle Genexpression
Die Stimulierbarkeit von Monozyten mit der aktiven synthetischen Peptidoglykanstruktur TSDiP konnte
im Rahmen dieser Arbeit anhand verschiedener Methoden bereits eindeutig nachgewiesen werden

(siehe Abbildungen 12, 30 A) und 31). Dabei wurde u. a. die Freisetzung des inflammatorisches Zyto-
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kin TNF-a als Antwort auf die Stimulation mit TSDiP detektiert. Ob nach Stimulation mit aktiven syn-
thetischen Peptidoglykanstrukturen in Monozyten noch andere Zytokine bzw. deren Rezeptoren auf
Genebene reguliert werden, sollte anhand von Genarray-Analysen geklart werden (Punkt 3.17).
Hierzu wurden Genarray-Analysen mit den Genen fir inflammatorische Zytokine und deren Rezepto-
ren im humanen System durchgefihrt (Abbildungen 50 und 51). Neben der Hochregulation des Gens
TNF-a konnte eine Reihe anderer inflammatorischer Gene identifiziert werden. Ein Gen, das im
Vergleich zu unstimulierten Monozyten deutlich reguliert ist, und von dessen Genprodukten ein
Einfluss auf die mit NOD2-Mutationen in Verbindung gebrachte Krankheit Morbus Crohn bekannt ist,
soll hier eingehender diskutiert werden. Hierbei handelt es sich um das pleiotrope Zytokin IL-6.

IL-6 spielt als antiinflammatorisches Zytokin eine wichtige Rolle bei der Morbus Crohn-bedingten
Entziindung der Darmmukosa. Das in den Arrays nach Stimulation mit dem TSDIiP im Vergleich zu
den unstimulierten Monozyten als hochreguliert detektierte Gen fiir das Zytokin IL-6 steht in
Verbindung mit entzindlichen Darmerkrankungen und konnte von lto ef al. im erhdhten Maf} im
Serum und im Intestinalgewebe von Morbus Crohn-Patienten detektiert werden *"'*""%_ Auch die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen mittels ELISA bestatigen die im Array
detektierte Positiv-Regulation des Gens fir IL-6 nach Stimulation mit TSDiP: Im Uberstand der fiir die
Arrays verwendeten Monozyten ist ein erhdhtes Niveau an IL-6 zu erkennen (Abbildung 52). Ebenfalls
ein erhohter Level an IL-6 ist nach der Stimulation mit Pam3CSK4 zu beobachten, was die Ahnlichkeit
der durch TLR2 bzw. NOD2 induzierten Gene offenbart. Eine Behandlung von Mausen mit einem
Antikorper gegen den IL-6 Rezeptor konnte das Ausmal} einer bestehenden intestinalen Inflammation
deutlich reduzieren ", Auch ein reduzierter Level an proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-q, IL-
13 und INF-y, konnten nach Behandlung mit dem Antikbrper gegen den IL-6 Rezeptor im
Intestinalgewebe der Mause detektiert werden. Kishimoto et al. sehen darin eine vielversprechende
Therapie gegen Morbus Crohn und verweisen auf die derzeit laufenden klinischen Studien der Phase
Il bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen 37,

Durch die Daten der durchgefiihrten Genarray-Analysen ist der Zusammenhang zwischen der Aktivie-
rung humaner Immunzellen durch TSDiP und der dadurch bedingten Erhéhung des Zytokins IL-6 und
der Krankheit Morbus Crohn verdeutlicht worden. Hierdurch sind wichtige Ansatzpunkte fiir die
Entwicklung neuer Therapien bei Morbus Crohn gegeben worden. Sie kdnnten in weiterfihrenden

Untersuchungen zu einer geeigneten Therapie dieser Erkrankung fuhren.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Kenntnisse Uber die Strukturanforderungen an Liganden des intra-
zellularen Rezeptors NOD2 sowie Uber dessen Lokalisation in der Zelle, ebenso wie das neu
entstandene Wissen Uber die Aufnahme der NOD2-Liganden in Immunzellen und die durch sie
induzierten Zytokinprofile leisten wichtige Beitrage zur Aufklarung der molekularen Mechanismen der

Aktivierung intrazellularer PRRs des angeborenen Immunsystems.
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5 Zusammenfassung

Die Familie der intrazelluldren NOD-LRRs (NLRs) ist neben den Toll-like Rezeptoren eine wichtige
Gruppe von Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems. Das zu den NLRs geho-
rende NOD2-Protein ist als Rezeptor fiir einen Bestandteil des Peptidoglykans Gram-positiver Bakte-
rien, Muramyldipeptid, beschrieben, und Mutationen im NOD2-Protein werden dartiber hinaus mit der
chronischen Darmentziindungskrankheit Morbus Crohn in Verbindung gebracht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen der Frage nachgegangen werden, welche Strukturanforde-
rungen an Liganden des intrazelluldren Rezeptors NOD2 erfillt sein missen, um in humanen
Immunzellen eine Entzindungsreaktion auslésen zu kdnnen, und zum anderen sollte untersucht
werden, welche zellularen Aufnahmemechanismen bei der Aktivierung durch NOD2-Liganden
involviert sind. Die durchgefilhrten Untersuchungen sollten neue Kenntnisse Uber Struktur-
Wirkungsbeziehungen der in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Peptidoglykanstrukturen als
NOD2-Liganden sowie deren zellulare Aufnahme liefern, um mit ihrer Hilfe neue Aspekte Uber die
molekularen Mechanismen der Aktivierung intrazellularer und mit Morbus Crohn in Verbindung ge-
brachter Mustererkennungsrezeptoren zu gewinnen.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Analysen zeigen, dass neben dem bereits beschriebe-
nen Muramyldipeptid auch grélRere Fragmente des Peptidoglykans, bestehend aus einem, zwei, vier
oder acht Saccharideinheiten mit Peptidseitenketten aus zwei bis drei, jedoch nicht mehr als vier
Aminosauren, in humanen Monozyten eine Immunantwort hervorrufen kénnen. Dabei wird die Inflam-
mation unabhangig von TLRs und dem Rezeptor CD14 ausschlief3lich iber NOD2 vermittelt, wobei
erstmals gezeigt werden konnte, dass die Entziindungsparameter wie TNF-a-Ausschittung, p65-
Translokation und MAP-Kinasen-Phosphorylierung im Vergleich zur Stimulation mit extrazellularen
TLR-Liganden verzdgert auftreten.

Bei der Untersuchung der zellularen Aufnahme der aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen in
konnte gezeigt werden, dass der Transport phagozytoseunabhangig ist. Eine Beteiligung der Makro-
pinozytose an der Aufnahme bzw. Initiierung der Entziindungsreaktion konnte teilweise nachgewiesen
werden, da die durch die biologisch aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen induzierte p65-
Translokation, jedoch nicht die TNF-a-Ausschittung durch die makropinozytoseblockierende
Substanz EIPA gehemmt werden konnte.

Weiterfuhrende Untersuchungen am konfokalen Laserscanningmikroskop zur Lokalisation von NOD2
in der Zelle lieferten Hinweise auf das Vorkommen von NOD2 in der Kernbucht, teilweise kolokalisert
mit dem Golgiapparat und dem ER. Eine Beobachtung Uber die Zeit lie3 eine Akkumulation der
NOD2-Proteine nach Stimulation mit biologisch aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen erken-
nen, was bei einer Stimulation mit anderen inflammationsauslésenden Substanzen nicht beobachtet
werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Genarray-Analysen zeigen, dass das in Seren und Geweben
von Morbus Crohn-Patienten in hohen Mengen vorkommende Zytokin IL-6 neben der Stimulation mit
TLR2-Liganden auch nach Stimulation mit aktiven synthetischen Peptidoglykanstrukturen in

Monozyten vermehrt induziert wird.
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Kenntnisse Uber die Strukturanforderungen an Liganden des intra-
zellularen Rezeptors NOD2 sowie dessen Lokalisation in der Zelle und das neu entstandene Wissen
Uber die Aufnahme der NOD2-Liganden in Immunzellen sowie die durch sie induzierten Zytokinprofile
liefern einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der molekularen Mechanismen der Aktivierung intrazel-

lularer Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems.
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