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I. EINLEITUNG

1. Mikrobiologie von Campylobacter jejuni

Bakterien der Gattung Campylobacter, wie z.B. Campylobacter jejuni (C. jejuni) oder
C. coli sind gramnegative, nicht sporenbildende Spirillen von etwa 1,5 - 6 pm Lénge und
0,2 - 0,5 pm Breite. Sie bewegen sich mit Hilfe ihrer polar lokalisierten Geifleln. Die
Kultivierung kann ausschlielich unter mikroaerophilen (3 - 10% O,) sowie kapnophilen
Bedingungen (3 - 15% CO,) erfolgen. Fiir ein optimales Wachstum braucht C. jejuni, wie
auch C. coli, Temperaturen von 42°C, eine Tatsache, die bei der selektiven Anreicherung
dieser Keime aus Stuhlproben geniitzt werden kann. Beide Spezies sind auch als

Durchfallerreger relevant.

2. Intestinale Epithelzellen (IEC)

Fir eine effektive Resorption von Néhrstoffen besitzen die Schleimhédute des
Verdauungstraktes eine besonders grofie Oberfliche (etwa 400 m?) sowie ein diinnes
Epithel. Die Zellen dieses Epithels sind polarisiert, d.h. sie unterscheiden sich in ihrem
Aufbau an den jeweiligen Polen der Zelle. Die Polarisierung der Zellen resultiert aus der
besonderen Lage der intestinalen Epithelzellen (IEC) zwischen dem Bindegewebe und dem
Darmlumen.

Den luminalen Abschnitt der Zellmembran nennt man apikale Zellmembran, den der
Basalmembran zugewandten basale Zellmembran. Die {ibrigen beiden Seiten werden als
laterale Zellmembranen bezeichnet.

Eine der Aufgaben von Darmepithelzellen ist es zu verhindern, dass bestimmte Stoffe aus
dem Darmlumen ins Gewebe gelangen. Dies geschieht durch spezielle Verbindungen der
Zellen untereinander, sog. tight junctions. Diese erméglichen auch, dass die apikale
Zellmembran einen anderen Aufbau bzw. eine andere Proteinzusammensetzung der
Membran aufweist, als die {ibrigen Seiten der Zellmembran, was fiir den Transport der
Néhrstoffe vom Darm in den Korper von Bedeutung ist. Die apikale Zellmembran der
intestinalen Epithelzellen weist besondere Strukturmerkmale, die sog. Mikrovilli auf. Unter
Mikrovilli versteht man fingerformige Fortsdtze der Zellen, welche unbeweglich sind und

der Oberflachenvergréflerung dienen, was eine verbesserte Resorption zur Folge hat.



1. Finleitung Seite 2

Die besonders groe Oberfliche des Verdauungstraktes sowie das diinne Darmepithel
ermoglichen es jedoch auch pathogenen Organismen, die Barriere zu iiberwinden, in das

Gewebe einzudringen und dieses zu schadigen.

3. Epidemiologie

Durch Bakterien der Gattung Campylobacter ausgeloste Infektionen sind weltweit
verbreitet. Wie in vielen anderen Léndern zeigt sich auch in Deutschland, dass
Campylobacter und Salmonella die beiden hdufigsten bakteriellen Enteritiserreger sind.
Die Gesamtinzidenz der Campylobacter-Infektionen in Deutschland lag 2003 bei 58
Erkrankungen pro 100.000 Einwohner, Tendenz zunehmend. In einigen Bundesldandern ist
die Inzidenz inzwischen hoher als bei den Salmonella-Infektionen (RKI, 2001). In den
Vereinigten Staaten und in Grofbritannien {bertrifft die jdhrliche Inzidenz der
Campylobacter-Infektionen zahlenméBig die durch andere Enteropathogene verursachten
Infektionen bereits seit Jahren (Tauxe, 2001; Uberblick bei Butzler, 2004).

Von den in Deutschland gemeldeten Campylobacter-Erkrankungen (n=38.334) mit
Angaben zur Spezies entfielen 84,4% auf Campylobacter jejuni, 12,2% auf C. coli, 1,6%
auf C. jejuni/C. coli (nicht differenziert), 1,5% auf C. lari und 0,3% auf iibrige
Campylobacter Spezies (RKI, 2004). Wie bei den Salmonellosen trat eine saisonale
Héufung im Sommer und Herbst auf. Die hochsten altersspezifischen Inzidenzen zeigten
sich bei den 1- bis 4-jdhrigen Kindern. Ein weiterer Inzidenzgipfel fiel bei den 20 - 29-
jahrigen auf. Diese Beobachtungen konnten auch in anderen Lidndern Europas bestétigt
werden (RKI, 2004).

Die hauptsdchlichen Erregerreservoire sind warmbliitige Wild-, Nutz- und Heimtiere.
Campylobacter wird als kommensaler Bestandteil der intestinalen Flora von Wild- und
Hausgefliigel angesehen (Smibert, 1969; Fernie und Park, 1977; Blaser et al., 1978;
Smibert, 1978). Des Weiteren kann der Erreger aber auch im Darmtrakt anderer Sdugetiere
wie Hunde, Katzen, Schweine oder Rinder vorkommen, ohne dass diese klinische
Symptome einer Erkrankung zeigen (Zusammenfassung siche Butzler, 2004). Die durch
Campylobacter verursachte Infektion, die so genannte Campylobacteriose, ist wie die
Salmonellose eine im Wesentlichen durch Nahrungsmittel iibertragene Erkrankung.
Mehrere Studien zeigten, dass unzureichend erhitztes oder rekontaminiertes
Gefliigelfleisch und die daraus hergestellten Produkte die Hauptinfektionsquelle darstellen
(Deming et al., 1987; Hood et al., 1988; RKI, 2001). Weitere Infektionsquellen bilden

nicht pasteurisierte Milch, kontaminiertes, nicht gechlortes Trinkwasser, rohes Hackfleisch
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sowie erkrankte Hundewelpen und Katzen. Eine direkte Ubertragung von Mensch zu
Mensch kommt wegen der geringen Infektionsdosis von mindestens 500 Keimen
iiberwiegend bei Kindern vor. Dariiber hinaus konnen Infektionen beim Baden in

kontaminierten Oberflichengewissern auftreten (Ubersicht in RKI, 2001).

4. Campylobacter jejuni-assoziierte Erkrankungen

4.1 Enterokolitis

Die Infektion mit C. jejuni fiihrt in der Regel zu einer Enterokolitis (Ubersichten in Butzler
und Skirrow, 1979; Walker et al., 1986; RKI, 2001). Haufig konnen 12 - 24 h vor dem
Auftreten der enteritischen Symptome Kopfschmerzen, Fieber bis zu 40°C, Muskel- und
Gelenkschmerzen sowie Miidigkeit bestehen. Die hiufigsten Symptome der
Campylobacteriose, die 2 - 10 Tage andauern kann, sind Abdominalschmerzen bzw.
-krdmpfe, Fieber, Miidigkeit sowie wassrige und blutige Diarrhoen. Das Blut im Stuhl der
Patienten deutet auf eine kolorektale Entziindung hin. Auch bei der Endoskopie des
Darmes, der Sigmoidoskopie oder Koloskopie, konnten diffuse entziindliche
Verinderungen der Dickdarmschleimhaut beobachtet werden (Ubersicht bei Butzler,

2004).

4.2 Guillain-Barré-Syndrom (GBS)

Etwa zwei Wochen nach dem Abklingen der Symptome einer Campylobacteriose kdnnen
seltene, dennoch folgeschwere Komplikationen auftreten, insbesondere Autoimmun-
erkrankungen im Bereich des Nervensystems. Es handelt sich dabei um das Guillain-Barré-
Syndrom (GBS) mit seinen verschiedenen Varianten. Ein Viertel bis ein Drittel der GBS-
Patienten entwickelt die Erkrankung nach einer Infektion mit C. jejuni. Es handelt sich hier
um die Variante der akuten motorischen axonalen Neuropathie (AMAN; Kuwabara et al.,
2004). Dabei induzieren Campylobacter-Lipooligosaccharide im Sinne eines molekularen
Mimikry die hochtitrige Bildung von IgG-Antikorpern gegen das GMI-Gangliosid der
peripheren Nerven (Godschalk, 2004; Yuki et al., 2004). Diese Antikorper rekrutieren
Makrophagen in den periaxonalen Raum der Nerven, die das Axon attackieren und eine
Wallersche Degeneration auslosen. Klinisch ist eine sich schnell entwickelnde Lidhmung
beider Beine zu beobachten, die im weiteren Verlauf aufsteigt und auch die Arme, den
Rumpf mit der Atemmuskulatur sowie Gesichts-, Schlund und gelegentlich
Augenmuskulatur betreffen kann. Ein weiteres Symptom des GBS ist der Verlust der

Muskeleigenreflexe.
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4.3 Gastrointestinale Lymphome

Anatomisch werden primire gastrointestinale Lymphome wie auch andere extranodale
Lymphome als lymphozytire Tumoren definiert, deren Hauptmasse extranodal, d.h.
aullerhalb des Lymphknoten gelegen ist und deren Behandlung sich auf dieses extranodale
Areal richtet (Isaacson, 1994). Lymphome, die sich innerhalb des physiologischen
mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes, Mucosa-Associated Lymphoid Tissue,
ausbilden, nennt man MALT-Lymphome. Die Klassifizierung von Isaacson unterscheidet
bei MALT-Lymphomen niedrig- und hochmaligne Formen (Ubersicht in Hiller et al.,
2001). Diese Lymphome treten liberwiegend im Magen auf, wo sie meist als Folge einer
chronischen Helicobacter-Gastritis entstehen (Hussell et al., 1993). Die immuno-
proliferative Diinndarmerkrankung, die sog. immunoproliferative small intestinal disease
(IPSID), fast nur im mittleren Osten vorkommend und nur selten den Magen betreffend,
gehort zu den B-Zell-MALT-Lymphomen. Es handelt sich dabei um ein niedrigmalignes
Lymphom mit polypdser Schleimhautaufwerfung durch lympho-plasmazelluldre Infiltrate
mit Bildung von Alpha-Schwerketten (Alpha-Schwerketten-Krankheit). Nach langerem
Verlauf ist der Ubergang in ein hochmalignes Lymphom offenbar hiufig (aus Hiller et al.,
2001). Bei den Analysen von Gewebeproben aus IPSID-Patienten wurde in 5 von 7
untersuchten Proben die Anwesenheit von Campylobacter jejuni detektiert (Lecuit et al.,
2004). Daraus folgert die Arbeitsgruppe von Lecuit, dass C. jejuni moglicherweise eine
dhnliche Rolle in der IPSID spielt, wie sein naher Verwandter H. pylori in gastritischen
MALT-Lymphomen. In den letzteren reagiert das von Lymphom-Zellen produzierte
Immunglobulin nicht direkt mit H. pylori, sondern mit einer Vielzahl von Antigenen. Die
T-Zellen innerhalb des Lymphoms interagieren dagegen mit H. pylori und induzieren
somit die Zytokinproduktion, die das Wachstum lymphatischer B-Zellen stimuliert (Du et
al., 1996; Ubersicht in Parsonnet und Isaacson, 2004).

5. Molekulare Pathogenese der C. jejuni-Infektion

Im Unterschied zu vielen anderen bakteriellen Enteritis-Erregern sind die molekularen
Mechanismen, die an der Pathogenese der Campylobacter-Infektion beteiligt sind, immer
noch wenig erforscht, was zum Teil am Fehlen eines der humanen Infektion
entsprechenden Tiermodells liegt (Blaser et al.,, 1983; Fox, 1991). Die bisherigen
Erkenntnisse stammen iiberwiegend aus in vitro Untersuchungen an Zelllinien, zu denen
unter anderem die intestinale Zelllinie INT407 und die Kolon-Karzinomzelllinie CaCo-2

gehoren. Diese beiden Zelllinien werden wegen ihrer intestinalen Herkunft sowie ihrer
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Fahigkeit, Mikrovilli und wie im Falle von CaCo-2, Polaritdit und tight junctions
auszubilden, bevorzugt verwendet (Everest et al., 1992; Konkel et al., 1992; Maruyama
und Katsube, 1994; Bras und Ketley, 1999).

Die durch Campylobacter verursachte Schidigung des Darmepithels entsteht entweder
direkt durch Invasion der Zellen und/oder Produktion von Toxinen, wie etwa des cytolethal
distending toxins (CDT; Ubersicht bei Wassenaar, 1997) oder aber indirekt durch
Initiierung einer inflammatorischen Zellantwort (Ubersicht in Wooldridge und Ketley,

1997).

5.1 Kolonisierung und Invasion von intestinalen Zellen

Wie durch C. Fearnley (Vet. Laboratory Ag., Weybridge, beschrieben in Bereswill und
Kist, 2002) gezeigt, ist die Invasion der humanen Wirtszellen ein wichtiger Pathogenitéts-
mechanismus von C. jejuni. Einige Faktoren, die daran beteiligt sind, konnten mittlerweile
in C. jejuni identifiziert werden. Fiir die Bindung an die intestinalen Epithelzellen (IECs)
ist das Protein CadF erforderlich. Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion dieses
Proteins mit den IECs die bakterielle Internalisierung verstirkt (Konkel et al., 1997).
Ebenfalls wichtig fiir eine vollstindige bakterielle Invasion sind das von Hu untersuchte
Protein Cjp29 und das Genprodukt Udg, dessen Funktion durch Golden identifiziert wurde
(Ubersicht in Bersewill und Kist, 2002). Im Jahre 1999 gelang es ein weiteres Protein, das
CiaB, in Zusammenhang mit der bakteriellen Invasion zu bringen (Konkel et al., 1999). In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die maximale Sekretion von CiaB nur dann die maximale
Internalisierung zur Folge hat, wenn die Gene fiir die Synthese von Flagellen intakt sind.
Ein weiterer Virulenzfaktor von C. jejuni ist das Flagellum, das zusammen mit der
charakteristischen Spirillenform, dem Bakterium eine hohe Motilitdt verleiht. C. jejuni-
Mutanten mit einem inaktiven Flagellum wiesen eine verminderte Adhédsions- und
Invasionsfihigkeit auf (Nachamkin et al., 1993; Wassenaar et al., 1993). Einen weiteren,
sehr friih erkannten Pathogenititsfaktor stellen die Lipooligosaccharide (LOS) von
C. jejuni dar, die dem Bakterium wihrend der Kolonisierung als Adhésine dienen
(McSweegan und Walker, 1986). Neben den LOS wurde eine zweite Oberflachenstruktur
als Adhésin identifiziert. Es handelte sich dabei um das Lipoprotein JIpA, welches die
Adhidrenz an die Epithelzellen vermittelt (Jin et al., 2001). Die Mutation im Genlokus
peblA eines Campylobacter jejuni-Stammes fiihrte zu verminderten Interaktionen dieses
Bakteriums mit Epithelzellen sowie einer gehemmten intestinalen Kolonisierung, was

darauf hin deutet, dass auch Peb1 A eine Rolle in der Adhdrenz spielt (Pei et al., 1998).
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Der Infektionsweg von C. jejuni in die humanen Zellen konnte trotz dieser
Untersuchungen jedoch bisher nicht genau bestimmt werden. Es wird angenommen, dass
Campylobacter mit Hilfe einer Aktin-Polymerisierung in die humane Zelle gelangt. Dies
konnte bereits bei anderen invasiven Pathogenen beobachtet werden. Die Inhibition der
Aktin-Polymerisierung hemmte bei diesen Untersuchungen gleichzeitig auch die Invasion
dieser Bakterien (Konkel et al., 1992; Grant et al., 1993).

Fiir die Beteiligung von Aktin am Eindringen von Campylobacter in humane Zellen spricht
aullerdem die Tatsache, dass an Stellen bakterieller Adhidrenz auf der Zelloberflache
zugleich auch eine Ansammlung von kondensiertem Aktin zu beobachten ist (De Melo et
al., 1989; Konkel et al., 1992). Die Infektion entsteht also durch Aufnahme von C. jejuni in
die Zelle mittels aktin-vermittelter Einstiilpung der Membran (Ubersicht in Wooldridge
und Ketley, 1997).

Neben dem direkten, transzelluldren Weg, die intestinale Barriere zu durchbrechen, konnte
bei C. jejuni und C. coli die Translokation entlang der polarisierten Membran beobachtet
werden. Auch wenn C. jejuni auf beiden Infektionswegen in die IECs gelangt, wird
postuliert, dass nur der parazellulire Weg, auf dem die epithelialen Barrieren passiert

werden, Gewebeschadigungen und Inflammation begiinstigen kann (Everest et al., 1992).

5.2 Intrazellulares Uberleben von C. jejuni

Nach der Invasion wird C. jejuni iiberwiegend in membrangebundenen Vakuolen
eingeschlossen (De Melo et al., 1989; Konkel et al., 1992; Russell et al., 1993). Dennoch
konnten sowohl in vivo (Russel et al., 1993) als auch in vitro (Konkel et al., 1992)
intrazelluldre, freischwimmende Bakterien identifiziert werden. In den ersten sechs
Stunden kommt es zu einer stetigen Reduktion der Anzahl lebender, intrazelluldrer Keime,

bis nach 36 h nur noch vereinzelte Bakterien zu beobachten sind (De Melo et al., 1989).

5.3 Entziindung

Bereits vor iiber 20 Jahren wurde die Verbindung zwischen C. jejuni und Darm-
erkrankungen sowie der dadurch hervorgerufenen Entziindung erkannt (Gurian et al., 1983;
Humphrey et al., 1986; Black et al., 1988). Diese Beobachtungen resultierten hauptsichlich
aus histologischen Untersuchungen. Erst im Jahre 1999 wurden die inflammatorischen
Vorgéinge auf molekularer Ebene untersucht. Erstmals wurde berichtet, dass C. jejuni in
der Lage ist, die Interleukin-8 (IL-8) Freisetzung zu induzieren (Hickey et al., 1999).

Zusitzlich wurde gezeigt, dass dies auf zwei voneinander unabhingigen Signalwegen
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geschieht. Um die IL-8 Sekretion zu induzieren sind zum einen die Adhédrenz und/oder die
Invasion der Bakterien erforderlich, zum anderen kann diese Wirkung auch durch den
Einfluss des Zytotoxins CDT erzielt werden (Hickey et al., 2000). Campylobacter jejuni
sowie eine daraus isolierte, niedermolekulare Fraktion induzieren aullerdem die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NFxB; Mellits et al., 2002).
Des Weiteren wurde beobachtet, dass das Oberfldchenprotein JIpA (vgl. 1.4.1) eine erhdhte
Freisetzung von NF«kB in humanen Epithelzellen initiieren kann (Jin et al., 2003).

Dariiber hinaus induziert C. jejuni in der Monozyten-Zelllinie THP-1 eine Reihe pro-
inflammatorischer Zytokine und Chemokine. Hierzu gehorten die Interleukine IL-1c, IL-
1B, IL-6 und IL-8 sowie der Tumor Nekrose Faktor (TNF). Diese Immunantwort konnte
sowohl durch lebende als auch durch abgetotete Bakterien ausgelost werden und war
unabhingig von dem Toxin CDT (Jones et al., 2003). In einer Untersuchung der
intestinalen Zelllinie INT407 nach Stimulation mit C. jejuni wurden die bis dahin
verdffentlichten Daten zum Teil bestitigt. Die zuvor fiir Monozyten beobachtete Induktion
der TNF-Sekretion nach Kontakt mit C. jejuni konnte ebenfalls fiir die intestinalen Zellen
gezeigt werden (Jones et al., 2003). Zusétzlich wurde die Induktion verschiedener zuvor
nicht untersuchter Zytokine und Chemokine beobachtet. Das am stdrksten induzierte
Zytokin war Interferon gamma (IFNy), gefolgt von Interleukinen IL-10 und IL-4 (Al-
Salloom et al., 2003). Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte auch die Induktion von
Chemokinen in den intestinalen INT407 Zellen nach Kontakt mit C. jejuni. Diese
Stimulation fiihrte zur erh6éhten Freisetzung von IL-8, macrophage-inflammatory protein-1
beta (CCL4) und monocyte-chemoattractant protein-1 (CCL2), nicht aber von
macrophage-inflammatory protein-1 alpha (CCL3) oder CCL5 (Bakhiet et al., 2004).

5.4 Unspezifische anti-mikrobielle Immunabwehr (innate immunity)

Das menschliche Immunsystem agiert auf zwei Hauptebenen, die sich vor allem
hinsichtlich  ihrer = Aktivierungszeit und ihrer Lernfdhigkeit unterscheiden
(zusammengefasst in Paul, 1998). Die Effektorsysteme der unspezifischen Immunitit, die
direkt nach FEindringen eines pathogenen Organismus aktiviert werden, umfassen
zirkulierende Molekiile und Leukozyten. Die erworbene, adaptive Immunitdt zeichnet sich
durch die Generierung und Aktivierung von antigenspezifischen T- und B-Zellen aus

(Ubersicht in Friese et al., 2000).
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5.4.1 Das Komplementsystem

Ein wichtiger Faktor der unspezifischen Immunabwehr ist das Komplementsystem, eine
Klasse von Effektorproteinen, welche die Wirkung von Antikdrpern ergédnzen, also
komplementieren (Ubersicht in Janeway, 1999). Das Komplementsystem wird durch die
Komplementkomponente C3 reguliert. Da dieses Molekiil innerhalb kiirzester Zeit die
Bildung von mehreren Millionen aktiver C3b-Molekiilen induziert, ist die autokatalytische
Bildung von C3b und die Beladung von Fremdkdrper-Oberflichen der wichtigste Schritt
der Komplementaktivierung (Ubersicht in Friese et al, 2000). Die durch das
Komplementsystem vermittelten Entziindungsmechanismen der Wirtszellen umfassen drei
unterschiedliche Wege (Rother et al., 1997; Morgan und Harris, 2003). Zum einen fiihrt
die Aktivierungskaskade zur Bildung und Freisetzung von potenten Entziindungs-
mediatoren, den so genannten anaphylaktischen Peptiden C3a und C5a (Gallin et al,,
1992). Des Weiteren werden korperfremde oder verdnderte korpereigene Partikel durch die
Beladung mit C3b fiir die Phagozytose vorbereitet, dieser Vorgang trigt den Namen
Opsonisierung. Phagozyten konnen mit ihren spezifischen Membranrezeptoren
oberflichengebundenes C3b erkennen, sich an die markierten Partikel anlagern, diese
aufnehmen und abbauen. Der dritte Weg der Aktivierung der Komplementkaskade fiihrt
zum Aufbau des Membranangriffskomplexes, welcher zur Bildung von Poren in der
Zellmembran und somit zur Lyse von pathogenen Bakterien fithrt (Ubersicht in Friese et

al., 2000).

5.4.2 TLR-vermittelte Immunantwort

5.4.2.1 Geschichtlicher Uberblick

Die ersten Erkenntnisse iiber die Funktion der Toll-like Rezeptoren (TLR) wurden aus
Studien tiber die Toll-Rezeptoren der Fruchtfliege Drosophila gewonnen (Anderson et al.,
1985). Lemaitre und seine Mitarbeiter beobachteten 1996, dass der Toll-Rezeptor in
Drosophila fiir die Detektion und Abwehr von Pilzinfektionen verantwortlich ist. In
Saugetieren induziert der TLR die Expression von Genen, die an der Ausbildung einer
inflammatorischen Immunantwort beteiligt sind (Medzhitov et al., 1997). Bisher konnten
zehn humane TLRs identifiziert werden. Bis auf den TLR8 und TLR10 wurde bei allen
anderen TLRs eine Beteiligung an der Erkennung mikrobieller Komponenten

nachgewiesen (Ubersicht in Takeda und Akira, 2004a und 2004b).
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5.4.2.2 TLRs und ihre Liganden

Die Hauptliganden fiir TLR2 sind unter anderem bakterielle Bestandteile wie Lipoproteine,
Lipoteichonsduren oder Peptidoglykane. Der Erkennungsmechanismus von pathogenen
Organismen wird durch die Interaktion von TLR2 mit TLR6 oder TLRI1 aktiviert
(Underhill und Ozinsky, 2002). Der Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) ist an der Erkennung
doppelstringiger, viraler Ribonukleinsédure (RNA) beteiligt (Alexopoulou et al., 2001).

Der am besten untersuchte Toll-like Rezeptor ist TLR4. Sein Hauptligand ist das
Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellmembran gramnegativer Bakterien. Die Erkennung
von LPS durch TLR4 bedarf jedoch weiterer Molekiile. Lipopolysaccharide lagern sich im
Serum an das LPS-Bindungsprotein (LBP) und treten dann als LPS-LBP-Komplex mit
CDI14 in Kontakt. Beim CD14 handelt es sich um ein Glykosylphosphatidylinositol-
verankertes Molekiil, welches bevorzugt durch Monozyten/Makrophagen sowie
neutrophile Granulozyten exprimiert wird. Ein weiteres an der Erkennung von LPS
beteiligtes Molekiil ist MD-2. Hierbei tritt das sezernierte Protein MD-2 mit der
extrazellulir lokalisierten Region des TLR4 in Wechselwirkung (Ubersicht in Takeda und
Akira, 2003). Die Bindung dieses Proteins verstirkt die Antwort der Zelle auf LPS
(Shimazu et al., 1999; Uberblick in Takeda und Akira, 2003).

Fir die Aktivierung des Toll-like Rezeptors 5 (TLRS5) reicht dagegen ein einziger
spezifischer Ligand aus. Es handelt sich dabei um das Flagellin, ein Bestandteil des
bakteriellen Flagellums (Hayashi et al., 2001). Die Untersuchung an Bakterien, welchen
die Flagellen fehlten, zeigte dass sie TLRS nicht aktivieren konnten (Ubersicht in Takeda
und Akira, 2003). AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass TLRS ausschlieBlich auf der
basolateralen, nicht jedoch auf der apikalen Seite der intestinalen Epithelzellen exprimiert
wird (Gewirtz et al., 2001). Dies steht moglicherweise im direkten Zusammenhang mit
dem bevorzugten Infektionsweg pathogener Organismen (vergleiche dazu 1.5.1; Takeda
und Akira, 2003).

Hemmi et al. (2002) konnten eine Aktivierung von TLR7-priasentierenden Zellen durch
kleine anti-virale Bestandteile wie Imidazoquinoline nachweisen, doch bleibt der
natiirliche Ligand weiterhin unklar. Andererseits verdeutlicht diese Studie jedoch, dass
synthetische Komponenten, welche die TLR-Familie aktivieren, potentiell fiir die
Behandlung von Infektionskrankheiten verwendet werden kénnten (Ubersicht in Takeda
und Akira, 2003).

Ein weiterer Vertreter der TLR-Familie, das TLR9 bindet spezifisch bakterielle

Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Sequenzen. Die aktiven Sequenzen innerhalb der
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bakteriellen DNA enthalten nicht methylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide, die sog.
CpG-Motive. Synthetische Oligonukleotide mit diesen Sequenzen zeigten &hnliche
immunostimulatorische Wirkung wie genomische DNA aus Bakterien (Yamamoto et al.,
1994). Die DNA-Motive mit einem zentralen CG Dinukleotid (CpG-Motive) ligieren mit
dem TLRY und werden endosomal bzw. lysosomal internalisiert (Hacker et al., 1998).
Ahmad-Nejad et al. zeigten 2002, dass TLRY in den endosomal/vakuolar/vesikularen
Kompartimenten, nicht jedoch, wie andere TLRs auf der Zelloberfliche nachgewiesen

werden kann.

5.4.3 TLR-vermittelte NFxB-Signalkaskade

Strukturell gesehen sind die TLRs Transmembranerezeptoren, die aus einer extrazelluldren
leucinreichen Doméne (LRR) und einer zytoplasmatischen Toll/IL-1-Rezeptor- (TIR-)
Domiine bestehen (Ubersicht in Takeda und Akira, 2004a und 2004b).

Die Bindung von spezifischen Liganden (siche 1.5.4.2.2) an die Toll-like Rezeptoren
initilert eine Konformationsdnderung der intrazelluliren TIR-Domine, was die
Rekrutierung des myeloiden Differenzierungsmarkers 88 (MyD88) zur Folge hat. Im
nichsten Schritt interagiert das Adaptermolekiill MyD88 {iiber seine N-terminale
Todesdoméne (death domain) mit der Serin-Threonin-IL1-R assoziierten Kinase (IRAK)
und bindet diese an den Rezeptorkomplex. AnschlieBend erfolgen eine
Autophosphorylierung von IRAK und das Losen vom Rezeptorkomplex, dem eine
Rekrutierung an ein weiteres Adapterprotein, den TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6
(TRAF6) folgt. Die TRAF6-induzierte Signaltransduktion kann in zwei Richtungen
verlaufen:

Zum einen kann es zu einer Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
kommen, zu denen p38, extracellular related kinase (ERK) und eine c-jun NH2-terminale
Kinase (JNK) gehoren. Diese Aktivierung resultiert in der Induktion des
Transkriptionsfaktors AP-1. Je nach Aktivierung der MAP-Kinasen kommt es zur
Phosphorylierung von c-Jun, c-Fos und ATF, Untereinheiten des AP-1-Komplexes,
welcher die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine im Zellkern initiiert.

Ein zweiter von TRAF6 ausgehender Signalweg fiihrt zur Translokation des NFkB-
Komplexes in den Nukleus. Der NFkB-Komplex besteht aus Dimeren der Untereinheiten
p65/p50, auch RelA und NFkBI genannt. Im inaktiven Zustand ist NFkB mit dem
inhibitorischen Protein IkB im Zytoplasma assoziiert. Bei Stimulation der Zellen kommt es

zur Aktivierung des IkB Kinase- (IKK)- Komplexes, welcher IkB phosphoryliert und
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dessen Ubiquitinilierung und Proteinabbau einleitet. Der Abbau von IkB hat die
Demaskierung des nukledren Lokalisationssignals (NLS) von NF«B und die Translokation
des Transkriptionsfaktors in den Nukleus zur Folge. Die NFkB-abhéngige Transkription
bewirkt die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine (zusammengefasst durch Takeda
und Akira, 2004a und 2004b; siche auch Abb.1).

Damit die Transkriptionsfaktoren an die DNA binden kdnnen, bedarf es jedoch post-
translationaler Modifikationen, zu denen unter anderem Phosphorylierung und Histon-
azetylierung gehdren. Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Saccani zeigen, dass
auch die Bindung des Transkriptionsfaktors NFkB von dem jeweiligen Phosphorylierungs-
und Azetylierungsstatus des Chromatins abhingig ist (Saccani et al., 2001; Saccani et al.,
2002; Saccani und Natoli, 2002). Die Histonazetylierung wird durch zwei antagonistisch
wirkende Enzyme reguliert: die Histonazetyltransferase (HAT), deren Aufgabe die
Azetylierung ist und die Histondeazetyltransferase (HDAC), welche die Azetylgruppen
wieder entfernt (Cheung et al., 2000; Jenuwein und Allis, 2001; Horn und Peterson, 2002).
Die Azetylierung von chromosomalen Histonen lockert die Struktur des Promotors eines
Zielgens, wodurch eine erhohte Affinitit des Chromatins zu Transkriptionsfaktoren

erreicht wird (Grunstein, 1997).
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Abb. 1: Der TLR-Signalweg (in Anlehnung an Kandmilla et al., 2003; Kopp und Medzhitov, 2003;
Takeda und Akira, 2004a und 2004b). Der aktivierte TLR assoziiert iiber seine intrazelluldre TIR-
Doméne mit MyD88. MyD88 interagiert im weiteren Schritt mit IRAK, was zur Aktivierung von TRAF6
fiihrt. AnschlieBend wird der IKK-Komplex aktiviert. Dies resultiert in der Phosphorylierung bzw.
Degradierung von IkB, was die nukledre Translokation von NFkB zur Folge hat. Je nach Aktivierung der
MAP-Kinasen p38, ERK oder JNK kann es auch zur Phosphorylierung der Subeinheiten von AP-1
kommen. Das entstandene Homo- bzw. Heterodimer aus diesen Untereinheiten bewirkt, wie auch die
NF«B- abhdngige Transkription, die Produktion pro-inflammatorischer Zytokin-mRNA im Zellkern.
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5.5 Einfluss von TGFp auf die Inflammation

5.5.1 Funktionen von TGFf3
Mitglieder der Transforming Growth Factor Beta (TGFp)- Familie, zu der auler TGFf

selbst unter anderem auch die bone morphogenetic proteins (BMPs) und Aktivine gehoren,
sind an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt. Sie konnen die Adhésion,
Differenzierung, Migration sowie die damit einhergehende mitogene Aktivitit der Zellen
beeinflussen. In der Karzinogenese ist die Rolle von TGFf zweigeteilt: im friihen Stadium
des Tumorwachstums wirkt es wachstumshemmend, wihrend in der spiten Phase das
Wachstum gefordert wird. Auch die wundheilende Wirkung von TGFB wurde in
Publikationen  belegt. Darliber hinaus zeigt TGFB  pro-apoptotische und
immunosuppressive Eigenschaften (Uberblick bei Derynck und Zhang, 2003).

5.5.2 TGFB-Isoformen

Es wurden drei Isoformen von TGFf identifiziert: TGFB-1 (Derynck et al., 1988), TGFf3-2
(de Martin et al., 1987; Madisen et al., 1988) und TGF(-3 (Derynck et al., 1988). Obwohl
alle drei Isoformen Affinitdt zu den gleichen Rezeptoren zeigen und in vitro gleiche
zelluldre Effekte induzieren, sind sie wéihrend der Embryogenese unterschiedlich
exprimiert (Uberblick in Roberts und Sporn, 1992). Diese Expression wird durch die
Induktion spezifischer Promotoren reguliert (Uberblick in Roberts, 1998).

5.5.3 TGFB-Signalweg
5.5.3.1 TGFB-Rezeptor und Smad-Aktivierung

Der funktionelle TGFpB-Rezeptorkomplex besteht aus je zwei Transmembran-Serin-
Threonin-Kinasen des Typs I und II. Die Bindung von TGFf an den Rezeptor des Typs II
(R-1I) initiiert eine Rekrutierung und Phosphorylierung des Rezeptors von Typ I (R-I), was
zur Formation eines Rezeptorkomplexes fiihrt. Der aktivierte Rezeptor R-I phosphoryliert
im néichsten Schritt die Proteine Smad2 und Smad3. Diese beiden re