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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem zur Infektionsabwehr

Das Immunsystem von Saugetieren ist ein hochdifferenzierter und
anpassungsfahiger Apparat zur Abwehr von pathogenen Mikroorganismen. Es
besteht aus einer angeborenen und einer adaptiven Komponente, deren Kooperation
zum Schutz gegen Infektionen verhilft.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist ein evolutiondr altes und hoch
konserviertes System. Pflanzen und Tiere verfigen Uber &hnliche molekulare
Module, was auf eine Entstehung vor der getrennten Entwicklung dieser Reiche

hinweist [1].

Modul des angeborenen Sensor Immunantwort
Immunsystems
Schleimhautepithel TLRs und NOD Proteine Antimikrobielle Peptide
Produktion von Muzinen
Phagozyten TLRs, Dectine und Antimikrobielle Peptide
NOD-Proteine Zytokine: TNF, IL-1B und IL-6
Akute-Phase-Proteine und Collektine, Pentraxine Lyse und Opsonisierung von Pathogenen
Komplementsystem und Ficolline Chemotaktische Anlockung von Lymphozyten
Inflammasom NALPs und NAIPs Produktion von Mitgliedern der IL-1 Familie
Apoptose von infizierten Zellen
NK-Zellen - Apoptose von infizierten Zellen
IFN-y Produktion
Typ-I-IFN induzierte RIG-I, MDA5, DAI und Induktion der antiviralen Immunabwehr
Proteine TLRs Apoptose von infizierten Zellen
Eosinophile und Basophile - Kontraktion der glatten Muskulatur
Granulozyten, Mastzellen Produktion von Muzinen, biogenen Aminen
Anregung der Peristaltik

Zytokine: IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 und TNF

Abb. 1.1: Systeme des angeborenen Immunsystems

Diese Liste ist eine stark vereinfachte Darstellung der einzelnen Module des angeborenen
Immunsystems. Die PRRs fir die Kontrolle der NK-Zellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten
sowie der Mastzellen konnten bisher nicht identifiziert werden.

Modifiziert nach [2]

Dieses System besitzt eine duale Funktion [3]: Einerseits dient es der ersten
Abwehr gegen Pathogene, andererseits ist es an verschiedenen physiologischen
Prozessen, wie der Gewebsregeneration und der Beseitigung apoptotischer Zellen,
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beteiligt. Die Einteilung in Untersysteme spiegelt die einzelnen Stufen der
evolutionaren Entwicklung wider (Abb. 1.1) [2]. Das Abwehrsystem basiert zum einen
auf mechanischen und physiologischen Barrieren wie Epithelien, zum anderen auf
keimbahnkodierten Molekulerkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors,
PRRs). Diese spielen eine Schlusselrolle als Sensoren fir Pathogene und
Gefahrsignale (siehe 1.2). Das angeborene Immunsystem besitzt folglich schnelle
Effektormechanismen, die von kdrperfremden Molekulstrukturen und Gefahrsignalen
ausgelost werden. Ein Grof3teil der Pathogene kann dadurch vor Entstehung eines
Infektionsherdes beseitigt werden. Durchbricht ein infektioser Organismus diese
ersten Abwehrlinien, wird nach 4 bis 5 Tagen eine adaptive Immunantwort ausgelost.
Diese kooperiert mit dem angeborenen Immunsystem; es findet eine gegenseitige
Koordination und Kontrolle statt [2].

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem wird auch als das ,spezifische Immunsystem*
bezeichnet. Dies folgt aus der gezielten Erkennung und Beseitigung von Pathogenen
durch antigenspezifische Effektorzellen, den T- und B-Lymphozyten. Durch
somatische Rekombinationen entsteht eine so gut wie unlimitierte Anzahl
verschiedener Klone dieser Zellen, die im Falle einer Infektion spezifisch

expandieren und das Pathogen beseitigen.

Eigenschaften Angeborenes Immunsystem Adaptives Immunsystem

Rezeptoren Im Genom fixiert In Gensegmenten kodiert,
Genreorganisation nétig

Mannigfaltigkeit Zellen einer Klasse sind identisch Alle Zellen einer Klasse sind
verschieden

Erkennung evolutionar konservierte Ausschnitte aus Molekularstrukturen

Molekularstrukturen (Peptide, Kohlenhydrate)

Gedachtnis nein ja

Reaktionszeit sofortige Aktivierung von Effekten Verzdgerte Aktivierung von
Effektorzellen

Physikalische und Haut, Epithelien, antimikrobielle Lymphozyten in Epithelschicht

chemische Barrieren Agenzien sezernierte Antikérper auf
Epitheloberflache

Humorale Abwehr Komplement, Akute-Phase-Proteine B-Lymphozyten (Antikérper)

Lysozym, Zytokine

Zellulare Abwehr Monozyten, Dendritische Zellen, T-Lymphozyten
Granulozyten, Mastzellen

Abb. 1.2: Gegenuberstellung des angeborenen und adaptiven Immunsystems
Modifiziert nach [4]
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Dartber hinaus bilden sich wahrend der adaptiven Immunantwort
Gedachtniszellen, die bei einer Reinfektion mit demselben Antigen zu einer deutlich
schnelleren und effektiveren Immunantwort fiihren. Die wesentlichen Unterschiede
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem sind in Abb. 1.2

Zusam mengefasst.

1.2 Die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems

Eine breite Vielfalt an keimbahnkodierten Rezeptoren dient dem angeborenen
Immunsystem als Sensor fur Gefahren. Im Sinne des erweiterten Self-non-self-
Modells interagieren diese sogenannten PRRs mit konservierten und fur ein
Pathogen essentiellen Molekularstrukturen (pathogen associated molecular patterns,
PAMPS) [5; 6]. Es gibt aber auch Hinweise, dass koérpereigene Molekulstrukturen
(damage associated molecular patterns, DAMPSs), die als Gefahr- oder Alarmsignale
z.B. nach Gewebsschaden frei werden, diese Rezeptoren aktivieren [7] Eine
steigende Zahl nachgewiesener korpereigener Liganden unterstlitzt dieses Danger-
Modell [8]. Diese Rezeptoren sind auf Zelloberflachen, in intrazellularen
Kompartimenten oder sezerniert im Blut bzw. Gewebsflissigkeiten lokalisiert.

Die PPRs konnen grob in drei funktionelle Klassen eingeteilt werden:
Sezernierte, phagozytierende und signaltransferierende PPRs [4]. Die sezernierten
PPRs wirken als Opsonine. Durch die Bindung an mikrobielle Oberflachen werden
Pathogene fir die Erkennung durch Komplementsystem, NK-Zellen und Phagozyten
markiert. Typische Beispiele sind das Mannose-bindende Lektin (MBL), Serum
Amyloid Protein (SAP) oder das C-reaktive Protein (CRP), die zu frihen Zeitpunkten
einer Infektion im Rahmen der Akuten-Phasen-Reaktion in der Leber produziert
werden.

Die zweite Gruppe der PRRs findet sich auf der Oberflache von Phagozyten
und vermittelt die Phagozytose von Mikroorganismen. Der Mannoserezeptor auf
Makrophagen, Dectin 1 oder verschiedene Scavenger-Rezeptoren (CD36, CD91,
macrophage scavenger receptor) erkennen ohne weitere Opsonierung bestimmte
mikrobielle Strukturen und vermitteln deren Aufnahme in die Zelle. Nach dem
Transport in das lysosomale Kompartiment werden die phagozytierten Partikel dort
durch lysosomale Enzyme zerstort.

Die letzte Gruppe der PRRs besitzt die Fahigkeit, nach ihrer Interaktion mit
korperfremden oder —eigenen Liganden Informationen tber Signalkaskaden in die
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Zelle weiterzuleiten und daraufhin durch die Expression verschiedener Gene eine

Immunantwort zu koordinieren.
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Abb. 1.3: Erkennung von Gefahr durch signaltransduzierende PRRs

Signaltransduzierende PRRs wie Toll-like, NOD-like, RIG-like und C-Typ Lektin Rezeptoren sind auf
der Oberflache und innerhalb einer Vielzahl von Zellen zu finden. Im Zusammenspiel erkennen sie
eine grolRe Vielfalt von mikrobiellen Signaturen, wie mikrobielle Zellwandbestandteile oder Flagellin,
aber auch von Stress- oder Gefahr-induzierten Molekilen. Uber die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (AP-1, NF-kB, diverse IRFs) wird die korpereigene Abwehr durch die Induktion
von Genen, die proinflammatorische Enzyme oder Typ-I Interferone exprimieren, koordiniert.
Modifiziert nach [9]

Dieser Gruppe gehoren vier verschiedene Rezeptorfamilien an: Die Toll-like
receptors (TLRs), nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-like
receptors (NLRs), retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like receptors (RLRs) und
einige C-Typ Lektin Rezeptoren (CLRs) (Abb. 1.3) [9]. Die TLRs befinden sich auf
der Plasmamembran und kdnnen bakterielle Zellwandkomponenten, virale Proteine
und korpereigene Gefahrsignale erkennen (siehe 1.3). Virale und bakterielle
Nukleinsauren werden durch endosomale TLRs erfasst. RLRs und NLRs dienen
durch ihre Lokalisation im Cytoplasma als Sensoren fur eine intrazellulare Invasion
durch Mikroorganismen. Virale RNA kann durch die RLRs RIG-1, MDAS und LGP2
[9; 10], virale DNA durch DAI [11] erkannt werden. Mitglieder der NLR-Familie
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registrieren intrazellular bakterielle Zellwandbestandteile (NOD1, NOD2, NALP1,
NALP3), Flagellin (IPAF, NAIP5), DNA (viral NALP3, bakteriell ASC) oder RNA
(NALP3) [9]. Der Multienzymkomplex NALP3-Inflammasom erkennt dartber hinaus
auch nichtpathogene Strukturen wie Natriumurat-Kristalle [12], Aluminium-Adjuvans
[13] und koérpereigene DNA [14]. Das C-Typ Lektin Dectin 1 ist nicht nur ein
endozytierender PRR, sondern kann auch direkt Signale an die Zelle weiterleiten und
wird als Korezeptor fir TLR2 diskutiert [15; 16].

1.3 Toll-like Rezeptoren

Die Toll-like Rezeptoren sind die bekannteste und am besten beschriebene
Gruppe der PRRs. TLRs sind evolutionar hochkonserviert angefangen vom

Fadenwurm Caenorhabditis elegans bis zu den Saugetieren.

1.3.1 Drosophila Toll

Das urspringliche Toll-Protein wurde 1984 zuné&chst als essentielles
Genprodukt fur die dorsoventrale Entwicklung des Embryos in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster identifiziert [17]. Erst wesentlich spater wurde seine
wichtige Rolle in der Immunantwort gegen Gram-positive Bakterien und Pilze erkannt
[18]. Drosophila Toll ist wie sein humanes Homolog ein Typ-l
Transmembranrezeptor. Durch Bestandteile Gram-positiver Bakterien und Pilze
werden proteolytische Kaskaden ausgeldst, die zur Spaltung des Spaetzle Proteins
fihren. Gespaltenes Spaetzle bindet als Dimer an die Toll Ektodomane. Uber die
cytoplasmatische TIR-Doméne wird das Drosophila Homolog von Myeloid
differentiation primary response gene 88 (MyD88) rekrutiert. Dieses wiederum
rekrutiert die Adapterproteine Tube, Pelle und Cactus, was letztendlich zur
Aktivierung der NF-kB-&hnlichen Transkriptionsfaktoren Dorsal oder DIF (Dorsal-
related immunity factor) fuhrt.

Die Erkennung von Gram-negativen Bakterien erfolgt tber den IMD (immune
deficiency)-Signalweg. Das Immunsystem von Drosophila ist folglich in der Lage,

zwischen verschiedenen Pathogenen zu unterscheiden und beruht auf PRRs.
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Abb. 1.4: Toll- und IMS-Signalwege in Drosophila

In Drosophila wird die Produktion antimikrobieller Peptide (z.B. Drosomycin oder Diptericin) von 2
Signalkaskaden reguliert. Pathogen-bindende Proteine wie das peptidoglycan-recognition protein
(PGRP-SA) oder Gram-negative bacteria binding protein (GNBP1) aktivieren proteolytische
Kaskaden, die in der Spaltung des Proteins Spaetzle minden. Gespaltenes Spaetzle aktiviert Toll,
das nachfolgend die Adapter MyD88 und Tube rekrutiert, die wiederum die Kinase Pelle aktivieren.
Durch die Phosphorylierung und den Abbau von Cactus, kdnnen die Transkriptionsfaktoren DIF
und/oder Dorsal in den Zellkern translozieren.

Gram-negative Infektionen werden durch PGRP-LC erkannt, das den IMD-Signalweg aktiviert. IMD
bindet das Protein FAS-associated death domain (FADD), welches mit der Caspase death-related
ced-3/Nedd-2-like protein (DREDD) interagiert. Diese schneidet Relish, nachdem es durch einen IKK-
Komplex phosphoryliert worden ist. Das Rel-Fragment wandert in den Kern und reguliert dort die
Gentranskription.

Modifiziert nach [19]

1.3.2 Toll Proteine der Wirbeltiere

Nach der Entdeckung der Rolle von Toll in der Immunantwort von Drosophila
melanogaster konnte schon kurze Zeit spater ein humanes Homolog von Drosophila
Toll kloniert und charakterisiert werden [20]. Die Funktion dieses Toll-like Rezeptors,
der heute als TLR4 bekannt ist, wurde erst ein Jahr spater entdeckt: Mausstamme
mit Mutationen im TIr4 Gen waren resistent gegen einen LPS-induzierten

Endotoxinschock, zeigten aber gleichzeitig eine hohe Anfalligkeit fur Infektionen
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durch Gram-negative Bakterien [21]. Bis zum heutigen Tag sind 13 TLRs (10 im
Menschen, 12 in der Maus) identifiziert. Im Gegensatz zu Drosophila Toll kénnen
TLRs direkt durch Fremdmolekule aktiviert werden. TLRs werden zusammen mit IL-
1R, IL-18R und IL-33R aufgrund ihrer homologen cytoplasmatischen Doméanen zur
Interleukin-1-Rezeptor/Toll-like-Rezeptor Superfamilie gezahlt. Diese
charakteristische  Toll/Interleukin-1  (TIR) Domane ist essentiell far die
Signalubertragung [22]. Wahrend der extrazellulare Teil des IL-1R aus drei
Immunglobulindoméanen besteht, sind fir TLRs 16-28 LRR (leucine rich repeats)-
Motive mit jeweils 24-29 Aminosauren charakteristisch [23]. Auf der Basis von
Sequenzhomologien kdnnen die TLRs in weitere Subgruppen eingeteilt werden. So
dienen die eng verwandten TLR1, TLR2 und TLR6 als Sensor fur Lipoproteine,
wahrend TLR7, TLR8 und TLR9 Nukleinsauren zu ihren Liganden zahlen.

. Lps . Profilin-ahnliche Molekiile
Diacylierte Triacylierte Flagellin Virale Hillproteine Bestandteile uropathogner
Lipopeptide Lipopeptide 9 (VSV, RSV, MMTV) Bakterien
MD-2
Vermutete
korpereigene Liganden:
TLR1 TLR2 TLR6 TLR2 TLR5 TLR4 HMGB1 TLRM

Fibronectin
HSP60,70
Hyaluronséure

Abb. 1.5: TLRs und ihre Liganden

TLR2 erkennt in Zusammenspiel mit TLR1 oder TLR6 bakterielle Lipopeptide. Weitere bakterielle und
fungale Liganden wie Mannan, LTA oder Zymosan werden diskutiert. TLR5 dient als Sensor fur
Flagellin, dem Filamentprotein bakterieller Geil3eln (Flagellen). TLR4 ist im Zusammenspiel mit MD-2
der Rezeptor fur LPS. Darlber hinaus erkennt es Hullproteine diverser Viren, wie des Vesicular-
Stomatitis-Virus (VSV), des Respiratory-Syncytial-Virus (RSV) und des Maus-Mammatumor-Virus
(MMTV). Auch korpereigene Liganden wie das High mobility group box 1 protein (HMGBL1),
Fibronectin, Abbauprodukte der Hyaluronsaure, Heat Shock Proteine (HSP) werden diskutiert. Das in
der Maus exprimierte TLR11 erkennt Profilin-dhnliche Molekile von Toxoplasma gondii und
Bestandteile uropathogener Bakterien.

Endosomale TLRs erkennen Nukleinsauren: TLR3 registriert Doppelstrang RNA (dsRNA), TLR7 und
TLR8 Einzelstrang-RNA (ssRNA) von Viren. TLR9 hingegen erkennt die CpG-Motiv reiche DNA von
Bakterien.

Modifiziert nach [24]
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TIrs werden hauptséachlich in Monozyten, Makrophagen und Dendritischen
Zellen exprimiert. Aber auch in B-Zellen, bestimmten T-Zellen, Fibroblasten und
Epithelzellen konnten TLRs identifiziert werden [25]. Abhangig von ihren Liganden
sind sie auf der Zelloberflache (TLRs 1, 2, 4, 5, 6) oder in intrazellularen
Kompartimenten (Endosom, TLRs 3, 7, 8, 9) (Abb. 1.5) lokalisiert.

1.3.2.1 LPS-Erkennung tuber TLR4/MD-2

Die Identitat des LPS-Rezeptors blieb lange Zeit ungeklart und war aufgrund
seiner Schlusselrolle in Gram-negativen Infektionen das Ziel intensiver Forschung.
Die Entdeckung des Lipopolysaccharide-binding protein (LBP) lieferte erste Hinweise
auf den Mechanismus [26]. Es wird vermutet, dass dieses Akute-Phase-Protein tber
seine Kkationischen Aminosdurenreste LPS-Aggregate aufbricht und als erster
Bindungsparter von LPS im Organismus agiert (Abb. 1.6, A) [27]. Das Glykoprotein
CD14, welches sowohl in ldslicher Form als auch als membranstandiger
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerter Rezeptor im Organismus auftritt,
bindet den LBP/LPS-Komplex und bekommt das Endotoxin auf diese Weise
Ubertragen (Abb. 1.6, B) [28]. Einige Zeit wurde CD14 als der Saugetier-LPS-
Rezeptor bezeichnet, eine Signaltransduktion ist aber aufgrund der fehlenden
Cytoplasma-Domane nicht moglich [29].

Die Mausstamme C3H/HeJ und C57BL/10ScCr sind trotz funktioneller LBP
und CD14 unempfindlich gegen LPS. 1998 konnte gezeigt werden, dass eine
Mutation im Lps Gen der C3H/HeJ-Maus einer nicht-synonymen Mutation im TIr4
Gen entspricht bzw. das TIr4 Gen der C57BL/10ScCr-Maus vollstandig fehlt [21].
Das kurzlich zuvor entdeckte humane Homolog des Drosophila Toll war folglich fur
die LPS-Signalibertragung verantwortlich und wurde als TLR4 bezeichnet. Nachdem
festgestellt worden war, dass Zellen, die nur mit TLR4 transfiziert waren, nicht auf
LPS reagierten, konnte 1999 das myeloid differentiation protein 2 (MD-2) als eine
weitere wichtige Komponente der LPS-Erkennung identifiziert werden [30]. Die
Bindung von LPS Uber seine Lipidkomponente Lipid A erfolgt ausschlief3lich tber
MD-2 [31; 32]. Die Affinitat dieser Bindung wird im Komplex mit TLR4 deutlich
verstarkt, wahrend TLR4 alleine kein LPS bindet [33]. Da TLR4 in MD-2-defizienten
Zellen im Golgi-Apparat verbleibt und nicht an die Zelloberflache gelangt, scheint
sich der TLR4/MD-2 Komplex bereits im endoplasmatischen Retikulum zu bilden und
MD-2 als Chaperon zu wirken [34; 35]. Nicht LPS-gebundenes losliches MD-2 verliert



Einleitung 9

unter physiologischen Bedingungen durch die Bildung von Oligomeren, die nicht
mehr LPS binden kénnen, schnell seine Aktivitat [36]. TLR4/MD-2 kann folglich als
LPS-Rezeptorkomplex bezeichnet werden. Die Ubertragung des LPS von CD14 auf
den TLR4/MD-2 Komplex und die folgende Homodimerisierung von TLR4 stellt somit
den letzten Schritt zur LPS-Signaltransduktion dar (Abb. 1.6, C).

» ALBP LB?
4 Q‘ o G 6iﬂf’r L 3
WS LY. - e o, |
o0 “ 3 ' /
it V) ‘. co14
LPS-Aggregate (A) ('B )
TLR4
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Abb. 1.6: Mechanismus der LPS-Erkennung durch TLR4/MD-2

LPS-Aggregate werden durch das Serumprotein LBP aufgespaltet. Einzelne LPS-Molekile werden
anschlieBend von LBP auf l6sliches oder membranstandiges CD14 Ubertragen. Das wiederum
transferiert LPS auf den TLR4/MD-2-Rezeptorkomplex. Wahrend MD-2 als LPS-Bindungspartner
fungiert, stabilisiert TLR4 den Bindungskomplex und l6st tber eine Rezeptor-Dimerisierung die
Signalkaskade aus.

Kirzlich konnte die Natur des TLR4/MD-2 Komplexes durch die Darstellung
seiner Kiristallstruktur vollstandig aufgeklart werden [37]. Die vier Acylketten des
TLR4-Antagonisten Eritoran besetzen vollstdndig die hydrophobe H6hle von MD-2,
das wiederum mit der konkaven Seite von TLR4 im Bereich der N-terminalen und
zentralen Domanen assoziiert ist [37]. Die Bindung von LPS mit 6 Acylketten
induziert demnach eine Konformationsanderung von MD-2, die die Bildung von
TLR4/MD-2 Heterotetrameren begunstigt und dber die Dimerisierung der TIR-
Domanen zur Signalauslésung fuhrt.

Alternativ wird raues LPS, das uber keine O-Polysaccharidkette oder
Kernoligosaccharide verfugt, CD14 unabhangig erkannt und l6st ausschliel3lich den
MyD88-abhangigen Signalweg (siehe 1.4.1) aus [38].
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1322 TLR2

Fir TLR2 ist eine breite Palette an Liganden aus Bakterien, Pilzen und
Protozoen beschrieben. Als gesichert gilt heute nur die Funktion als Sensor fur
Lipoproteine und Lipopopeptide unterschiedlicher Herkunft [39]. Die artifiziellen
Lipopeptide Pam,CSK,4, FSL-1 und Pam,CSK, werden als Standardstimulantien fur
TLR2 verwendet, MALP-2 (macrophage activating lipopeptid 2) aus Mycoplasma
salivarium ist der einzige fundierte naturliche Ligand fir TLR2. Die beschriebene
Aktivierung durch bakterielle Peptidoglykane [40; 41], lasst sich auf die
Verunreinigung mit Lipoproteinen zurtickfihren [42]. Auch Lipoteichonsaure (LTA) ist
als Ligand von TLR2 [40] in die Diskussion geraten. So zeigten LTA-Fraktionen aus
Lipopeptid-defizienten S. aureus eine 100-fache schwachere Potenz TLR2 zu
aktivieren, als Fraktionen aus WT-Stdmmen [43]. Des Weiteren wird noch die
Aktivierung durch Lipoglykane aus Mykobakterien [44; 45] und Zymosan [46], ein
Bestandteil der Zellwand von Hefepilzen, beschrieben.

Das grof3e Spektrum an Liganden fur TLR2 lasst sich tiber zwei Mechanismen
erklaren. TLR2 bildet mit den strukturell eng verwandten TLR1 und TLR6
Heterodimere. Uber diese Heterodimere scheint TLR2 zwischen di- und triacylierten
Liganden zu unterscheiden. So erfuhren Makrophagen TLR6-defizienter Mause nur
einen schwachen Stimulus durch diacylierte, wohl aber einen starken auf triacylierte
Lipopeptide [47]. TLR1-defiziente Makrophagen verhalten sich vice versa [48]. Diese
Komplexe liegen bereits auf der Zelloberflache vor und werden nicht erst durch die
Bindung eines Liganden induziert [49]. Die Darstellung der Kiristallstruktur des
humanen TLR1/TLR2-Komplexes lieferte weitere Hinweise auf die Modi der
Ligandenbindung [50]. In diesem Modell bewirkt die Bindung von Lipopeptiden an die
konvexe Aulienseite eine Umlagerung dieser losen, vorgeformten Komplexe zu
stabileren Di- oder Multimeren. Durch die raumliche Annaherung der TIR-Domé&nen
kommt es schliel3lich zur Signalauslésung (Abb. 1.7) [50]. Da TLR2 bestimmte
Lipopeptide auch unabhangig von TLR1 und TLR6 erkennt, wird dariber hinaus die
Bildung von TLR2-Heterodimeren diskutiert [51].

Ein weiterer Grund fir das unterschiedliche Ligandenspektrum ist die Rolle
von diversen Akzessorproteinen. CD14 scheint fiir die Ubertragung von Lipopeptid-
Liganden auf TLR2 bedeutsam zu sein [52]. CD14-defiziente Makrophagen reagieren
im Gegensatz zu ihren WT-Aquivalenten nur schwach auf Zymosan [46]. Der

Scavenger-Rezeptor CD36 ist wichtig fur die effiziente Signalubertragung von R-
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MALP-2 und LTA-Stimuli, aber nicht fur S-MALP-2, Pam,CSK, Pams;CSK, und
Zymosan [53]. Fur die effiziente Immunantwort gegen den Pilz Coccidioides
posadasii ist eine Kooperation von TLR2 mit dem C-Typ Lektin Dectin-1 notwendig
[54]. Die genaue Rolle dieser Akzessorproteine und die Art der Interaktion mit TLR2

sind aber weiterhin unklar.

| TLR2 | | TLR1 |

_—
Bindung von
[ ] Lipopeptid
vorgeformtes, loses TLR2/TLR1-Dimer Ligand-induziertéJé Dimer

Abb. 1.7: Modell der Ligand-induzierten Heterodimerisierung von TLR2 und TLR1

TLR2 und TLR1 liegen als schwach assoziierter Komplex auf der Zelloberflache vor. Die genaue
Natur des losen Dimers ist noch unbekannt. Die Bindung von Liganden induziert einen raumlich
naheren Rezeptorkomplex, der Uber die Dimerisierung der TIR-Doménen die Signaltransduktion
auslost.

Modifiziert nach [50]

1.4 TLR Signaltransduktion

Nach der Aktivierung der TLRs kommt es zu einer Homo- oder
Heterodimerisierung der Rezeptoren und durch die rdumliche Nahe ihrer
cytoplasmatischen TIR-Domanen zur Auslosung der Signaltransduktion. Dies fihrt
zur Induzierung verschiedener Transkriptionsfaktoren und zur Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen des angeborenen Immunsystems.
Gleichzeitig setzt die SignalUbertragung tber TLRs kostimulatorische Molekile frei,

die unverzichtbar fir die Induktion der adaptiven Immunantwort sind.

1.4.1 MyD88-abhé&ngige Signaltransduktion

Den zuerst entdeckten Signalweg bezeichnet man nach seinem primaren
Adaptermolekil als Myd88-abhangigen Signalweg, welchen alle TLRs aul3er TLR3
nutzen [55] (Abb. 1.8). MyD88 assoziiert Uber seine TIR-Domane mit der

cytoplasmatischen Doméne der TLRs. An der Signaltransduktion von TLR2 und
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TLR4 ist noch ein weiteres Adaptormolekiil, das TIR domain-containing adaptor
molecule (TIRAP, auch MyD88 adaptor-like, Mal) beteiligt, welches als Verbindung
zwischen den TIR-Doméanen des Rezeptors und MyD88 dient [56; 57]. Uber eine N-
terminale death domain (DD) bindet MyD88 wiederum an die DD von Proteinkinasen
der IL-1 receptor-associated kinase-Familie (IRAK1, IRAK2, IRAK4 und IRAK-M)
[58]. IRAK4 wird initial aktiviert und phosphoryliert wiederum IRAK1. Nach ihrer
Phosphorylierung dissoziieren IRAK4 und -1 von MyD88 und interagieren mit der
Ubiquitin-Ligase TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6). Zusammen mit weiteren
Proteinen fuhrt dies zur Polyubiquitinylierung verschiedener Zielproteine, wie TRAF6
selbst und des NF-kB-Modulators NEMO (NF-«kB essential modifier, IKKy) [59; 60].
Diese wiederum rekrutieren einen Proteinkinasekomplex bestehend aus TAK1
(transforming growth factor-3-activated kinase 1) und TABs (TAK1 binding proteins,
TAB1, TAB2, TAB3) [59]. Dieser Komplex aktiviert daraufhin zwei weitere
Signalwege: Zum einen den IKK (IkB Kinase)-Komplex, was letztlich zur Aktivierung
von NF-kB p50/RelA fuhrt. Dieser Transkriptionsfaktor reguliert die Expression vieler
fur das Entziindungsgeschehen und die Immunantwort bedeutender Gene. So tragen
z.B die Gene fur die Zytokine IL-13, IL-6 und IL-8 wie auch fir die kostimulatorischen
Molektule CD80 und CD86 kB-Erkennungssequenzen in ihren Promotoren [61]. Zum
anderen werden mitogen-activated protein kinases (MAPK)s aktiviert. Diese Familie
umfasst die c-Jun NH-terminal kinase (JNK), die extracellular signal regulated
kinase (ERK) und die p38-MAPK und aktiviert den Transkriptionfaktor activator
protein 1 (AP-1), welcher die Expression zahlreicher Gene reguliert. Dariber hinaus
wird Uber TRAF6 die Aktivierung von IFN regulatory factors (IRF5, IRF7) durch den
MyD88-abhangigen Weg induziert [62]
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Abb. 1.8: Signaltransduktion Uber TLRs

TLR4 aktiviert sowohl die MyD88- als auch die TRIF-abhangige Signaltransduktion. TIRAP und TRAM
dienen als Adaptermolekdl fur Myd88 (nur TLR2 und TLR4) bzw. TRIF (nur TLR4). Myd88 rekrutiert
TRAF6 und Mitglieder der IRAK-Familie und aktiviert so den TAK1-Komplex. Dieser wiederum
aktiviert den IKK-Komplex, der aus IKKa, IKKB und NEMO besteht und die Phosphorylierung von kB
katalysiert. Durch den Abbau von IkB kann das NF-kB RelA-p50 Heterodimer in den Kern
translozieren. Parallel aktiviert der TAK1-Komplex MAPKs-Signalwege die zur Phosphorylierung und
Aktivierung von AP-1 fuhren. NF-kB und AP-1 kontrollieren die Entziindungsantwort durch die
Induktion von proinflammatorischen Zytokinen.

Die TRIF-abhangige Signaltransduktion wird exklusiv von TLR3 und TLR4 aktiviert. TRIF rekrutiert
sowohl TRAF3 als auch TRAF6. TRAF3 interagiert mit TBK1 und IKKi, welche den
Transkriptionsfaktor IRF3 phosphorylieren. Nach seiner Dimerisierung transloziert IRF3 in den
Zellkern, wo er die Transkription von Typ | Interferon-Genen reguliert. Die Interaktion von TRIF mit
TRAFG6 fuhrt zur verzogerten Aktivierung des NF-kB-Signalweges.

Modifiziert nach [63]

1.4.2 TRIF-abhangige Signaltransduktion

Untersuchungen an Makrophagen aus MyD88-defizienten Mausen zeigten,
dass LPS immer noch NF-kB und MAPKs aktivieren konnte [64]. Diese Aktivierung
ist gegentber WT-Zellen verzdgert. Dartber hinaus kann LPS die IFN-B Produktion
unabgangig von MyD88 induzieren [65]. Diese Studien wiesen darauf hin, dass
zumindest fir TLR3 und TLR4 ein MyD88-unabhéangiger Signalweg existiert. Als
erster Adapter dieses Signalwegs konnte TIR domain-containing adaptor inducing

IFN-B (TRIF, auch TIR domain containing adaptor molecule-1, TICAM-1) identifiziert
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werden [66; 67]. Aufgrund der schlechten Interaktion von TRIF mit der TIR-Domane
von TLR4 vermittelt der Adaptor TRIF related adaptor molecule (TRAM, auch TIR
domain containing adaptor molecule-1, TICAM-2) die Bindung der beiden Molekule
[68; 69].

TRIF bindet Gber N-terminale TRAF6-Bindungsmotive direkt an TRAF6 [70],
wéahrend C-terminale Bindungsmotive fur die Interaktion mit RIP1 (receptor-
interacting protein-1) verantwortlich sind [71]. Polyubiquitinyliertes RIP1 bildet einen
Komplex mit TRAF6 und TAK1 und fuhrt so zu der beobachteten Spat-Aktivierung
von NF-kB [64; 72].

Dartber hinaus wird Uber den MyD88-unabhangigen Signalweg die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3 kontrolliert, welcher die Expression IFN-
abhangiger Gene induziert. Dies geschieht tber die Rekrutierung von TBK1 (TRAF
family member-associated NF-«kB activator binding kinase-1). Bisher ist nicht
vollstandig geklart, ob die Interaktion zwischen TRIF und TBK1 indirekt oder direkt
erfolgt, es konnte aber gezeigt werden, dass TRAF3 beide Molekile binden kann
und als Verbindungselement dient [73]. Dartber hinaus interagiert TRAF3 noch mit
IKKi. Der Komplex aus TBK1/IKKi wiederum phosphoryliert IRF3 und fuhrt nach
Dimerisierung zu dessen Translokation in den Nukleus.

Neueste Daten zeigen, dass die zwei moglichen Signalwege von TLR4
sequentiell aktiviert werden [74]: Zun&chst induziert TLR4 auf der Plasmamembran
den TIRAP/MyD88-Signalweg. Erst nach der Endozytose des Rezeptors wird

anschlielend der TRAM/TRIF-Signalweg aus dem frihen Endosom heraus aktiviert.

1.4.3 Negativregulierung der TLR-Signaltransduktion

Da die Aktivierung von TLRs eine starke Immunantwort hervorruft, sind
hemmende Signalwege essentiell, um den Organismus vor generalisierter
Entziindung wie der Sepsis zu schiitzen. Diese Hemmung erfolgt auf verschiedenen
Ebenen. So konkurrieren die Transmembranproteine ST2L und SIGIRR (single
immunoglobulin IL-1R-related molecule) mit TLRs um MyD88 [75; 76], wahrend
TRAILR (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor) IkBa stabilisiert und so die
Kerntranslokation von NF-kB hemmt [77] (Abb. 1.9, linkes Bild). Die Splice-Varianten
MyD88s, IRAK2c und IRAK2d hemmen aufgrund ihrer fehlenden funktionalen
Doméanen MyD88 und IRAK [78; 79]. IRAK-M verhindert die Dissoziation der IRAKs
von MyD88 [80]. SOCS1 (suppressor of cytokine signalling 1) hemmt wahrscheinlich
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Uber IRAK1 die TLR-Signalkaskade [81; 82]. TRIAD3A ubiquitinyliert TLRs und fihrt
so zu deren Abbau [83]. PISK (phosphatidylinositol 3-kinase moduliert die TLR
ausgeloste Zytokinproduktion unter anderen Uber die Regulierung von GSK3
(glycogen synthase kinase 3) [84; 85]. A20 kann als deubiquitinierendes Enzym
Ubiquitin von TRAF6 entfernen und so die Signalweiterleitung verhindern [86]. Uber
die hemmende Rolle von NOD2 auf NF-kB existieren hingegen widersprichliche
Daten [87; 88] (Abb. 1.9, rechtes Bild).

TLR2, TLR4
TRAILR or TLR9

ST2L
H SIGIRR “ g

Abb. 1.9: Hemmung der TLR4-Signaltransduktion
Modifiziert nach [89]

Die TLR-Signaltransduktion kann aber auch durch direkte Hemmung auf
Rezeptorebene erreicht werden. So interagiert der Radioprotective 105 (RP105)/MD-
1-Komplex mit TLR4/MD-2 und verhindert so die Bindung an LPS [90]. AulRerdem
konnten naturlich vorkommende |6sliche TLR2 und TLR4 identifiziert werden, die als

Kompetitoren fir membranstandige Rezeptoren wirken konnten (siehe 1.6.3.1).

1.5 Bedeutung der TLRs fur den Pathomechanismus von

Infektionskrankheiten

Die Bedeutung von LPS fir Infektionskrankheiten wurde bereits in den 1960er

Jahren erkannt [91]. Aber erst mit der Entdeckung der TLRs als Rezeptoren fur
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bakterielle Bestandteile konnten die molekularen Mechanismen von infektiosen
Krankheiten erklart werden [21; 41]. PAMPs stimulieren die Immunzellen des Wirtes
Uber TLRs und folglich wird eine Entzindungsreaktion ausgelost. Diese
lebensnotwendige, lokale Reaktion gerat bei einer Uberflutung des Organismus mit
Pathogenen auller Kontrolle und wandelt sich zu einem generalisierten
Entziindungssyndrom, der Sepsis. Als Sepsis wird ein systemic inflammatory

response syndrom (SIRS) mit nachgewiesener Infektion bezeichnet [92].

LPS und andere mikrobielle Bestandteile

|

£ l 1 \

2
e ¢
D~ N
Endothel Neutrophile Monozyten
L I J
l Zytokine
v Ny
Sauerstoffradikale Lipidmediatoren
4 Komplement

TF und PAI 1

ChemotaX|s
lysomale Enzyme

/ v

‘ Mikrozirkulationsstérungen 4—)| Gefalinstabilitat

i v

Gerinnungsaktivierung Fieber Vasodilatation ~ Kapillarinsuffizienz

L—>| Sepsis und Multiorganversagen <—J

Abb. 1.10: Pathomechanismen des septischen Schocks

Prokoagulatorischer Effekt

LPS und andere mikrobielle Bestandteile aktivieren parallel mehrere Kaskaden, die letztlich zum
septischen Schock fihren. Die Kombination aus unzureichendem peripheren Gefal3druck und
Mikrozirkulationsstérungen fuhren zu Hypoperfusion, unzureichender Sauerstoffversorgung und
folglich zum Multiorganversagen.

Modifiziert nach [93]

TLR2 und TLR4/MD-2 spielen abhangig vom Erreger aufgrund ihres
Ligandenprofils (siehe 1.3.2) eine Schlusselrolle in der Auslésung einer bakteriellen

Sepsis. Die uberschiel3ende Aktivierung der TLRs fihrt zu einem ,Zytokinsturm®.



Einleitung 17

Dieser bewirkt die unkontrollierte Aktivierung weiterer Immun- und Endothelzellen.
Dadurch wird das plasmatische Kaskadensystem, zu dem das Gerinnungssystems
die Komplementkaskade und das Kallikrein-Kinin-System zahlt, ausgelost [94]. Dies
hat einen Verlust der HomoOostase dieser einzelnen Systeme zur Folge. Durch
disseminierte vasale Gerinnung verstopfen Blutgerinnsel die Kapillargebiete
lebenswichtiger Organe und fihren so zu  Mikrozirkulationsstorungen.
Komplementfaktoren und das Kallikrein-Kinin-System fordern die weitere
Chemotaxis, die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und die Erh6hung der
GefalRpermeabilitat (Abb. 1.10).

Diese unkontrollierten Entziindungsvorgange miinden in Hypoperfusion,
Hypoxie und Gewebsschaden. In den schlimmsten Fallen fuhrt dies zu
Multiorgandisfunktion (MODS) und -versagen (MOF), die abhangig von dem
Schweregrad in 20% bis 70% der Féalle zum Tod fuhren [95].

Die Rolle der TLRs bleibt aber nicht auf Infektionskrankheiten beschrankt,
sondern erstreckt sich auf eine Vielfalt von Erkrankungen, die mit einer Entziindung
assoziiert sind. So konnte der Einfluss von TLRs auf den Pathomechanismus der
Diabetes [96], der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, der Artheriosklerose

und verschieden Leber-, Nieren und Lungenkrankheiten nachgewiesen werden [97].

1.6 Maoglichkeiten der Beeinflussung der TLR Signaltransduktion

1.6.1 Neutralisierung von LPS

Da LPS in der Gram-negativen Sepsis zu Beginn einer folgenreichen Kaskade
steht, wurden in den vergangenen Jahren unterschiedliche Strategien verfolgt,
dieses moglichst frih nach der Diagnose aus dem Kreislauf zu entfernen. Klinische
Studien mit spezifischen Antiendotoxin Antikdrpern, die sich gegen Lipid A (HA-1A,
Centocor) oder Kernoligosaccharide (J5, Xoma) richteten, verliefen nicht eindeutig,
brachten aber keinen Gesamtuberlebensvorteil [95; 98; 99]. Eine Entfernung des
LPS Uber extrakorporale Endotoxinadsorber tUber 4 Tage hinweg erbrachte ebenfalls
keine Verbesserung des Krankheitsbildes [100]. Anti-CD14 Antikorper fuhrten nur im
Tiermodell nicht aber in klinischen Studien zu verminderter Letalitdt [101]. Ein
Eliminationsweg von LPS verlauft tGber Lipoproteine wie HDL [102; 103]. Da die
Bindung von Endotoxin mit dem Phospholipidgehalt von HDL korreliert [104], wurde
in  Tierexperimenten  erfolgreich  versucht, mit der Applikation von
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Phospholipidemulsionen LPS-Effekte zu reduzieren [105]. Im Einsatz am Patienten
konnten wiederum keine positiven Auswirkungen auf das klinische Ergebnis erzielt
werden [106]. Untersuchungen mit LPS bindenden Peptiden, wie
bactericidal/permebility-increasing protein (BPI), Cathelicidinen (LL-37) oder limulus
anitlipopolysaccharid factor (LALF), zeigten das Potential LPS-Effekte zu hemmen
[106]. Aussagekraftige klinische Studien stehen aber bisher aus. Der Einsatz von
LPS-Antagonisten erscheint lediglich in der Frihphase einer Sepsis sinnvoll, wenn
die Entzindung von mikrobiellen Produkten getragen wird. Die Effekte der
genannten Strategien sind deshalb durch ihre Fokussierung auf LPS v.a. im

fortgeschrittenen Entztindungsgeschehen limitiert.

1.6.2 Modulation der Signaltransduktion auf Rezeptorebene

Die in 1.6.1 aufgeflihrten Behandlungsansatze zeigen, dass reine Anti-LPS-
Strategien zur Behandlung von komplexen Entziindungssyndromen nicht effektiv
sind. Ein direkter Eingriff auf Rezeptorebene erscheint sinnvoller, da hier ein
wesentlich breiteres Spektrum an Liganden beeinflusst werden konnte als bei der
selektiven Hemmung von LPS. Die postulierten Ligandenspektren von TLRs stltzen
diese Hypothese [63; 107-109]. TLR4-Antagonisten befinden sich zurzeit in
klinischen Phase-llI-Studien (TAK 242, E5565 (Eritoran)). Wahrend TAK242 die
Signalauslésung nach LPS-Bindung an TLR4 verhindert, antagonisiert das Lipid A-
Analogon E5565 direkt die Bindung von LPS an TLR4/MD-2 [97]. Ein weiterer
Ansatzpunkt stellt die kompetitive Hemmung durch l6sliche Rezeptoren dar. Mit
diesem konnte im Gegensatz zu TLR4-Antagonisten auch eine potentielle MD-2-

unabhangige Rezeptoraktivierung gehemmt werden.

1.6.3 Losliche Rezeptoren

1.6.3.1 Naturlich vorkommende |l6sliche Rezeptoren

Ldsliche Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle als Regulator in bestimmten
Krankheitszustanden. Bis zum heutigen Tag konnte eine grof3e Anzahl an l6slichen
Zytokinrezeptoren - z.B. sIL-1RI und —Il [110], sIFN-yR [111], STNFRI und II [112]-
aber auch an anderen Rezeptoren, wie z.B sGM-CSFR [113] oder sLDLR [114],
identifiziert werden. Diese entstehen entweder durch alternatives Spleil3en der RNA

oder durch proteolytische Spaltung eines Rezeptors von der Zellmembran [115].
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Losliche Rezeptoren bestehen Ublicherweise aus der Extrazellulardoméane des
Membran-gebundenen Rezeptors und behalten dadurch dessen Fahigkeit, Liganden
zu binden. Sie konnen sowohl positiv als auch negativ modulierend auf eine
Immunreaktion wirken. Wahrend sIL-1RI und sIL-1RIl Uber die Bindung von IL-1
hemmend in das IL-1 Rezeptorsystem eingreifen [115], kann l6slicher IL-6R in
Verbindung mit Glykoprotein 130 in Zellen eine Signaltransduktion induzieren,
obwohl diese keinen IL-6R tragen [116].

Auch funktionelle, l6sliche TLRs konnten in verschiedenen Systemen
nachgewiesen werden. In der Mausmakrophagen-artigen Zelllinie RAW?264.7 wurde
eine alternative Spleil3form der TLR4-mRNA identifiziert und kloniert [117] Das
resultierende 20 kDa Protein war in der Lage, die LPS-induzierte NF-kB-Aktivierung
und TNF-Sekretion in Mausmakrophagen hemmen. Darlber hinaus konnte tber eine
LPS-Stimulation die Menge an alternativ gesplei3ter TLR4-mRNA erhdht werden,
was auf einen negativen Rickkopplungsmechanismus schlieRen lasst. Losliches
TLR2 konnte in humanem Plasma, Muttermilch [118] und Parotisspeichel [119]
nachgewiesen werden. Die Sekretion von sTLR2 liel3 sich durch die Stimulation von
Monozyten steigern und rekombinantes sTLR2 hemmte den Stimulus von
bakteriellen Lipopeptiden auf MM6-Zellen [118]. Die natirlich vorkommenden

|6slichen TLRs besitzen demnach eine negativregulierende Wirkung.

1.6.3.2 Losliche TLR-Fusionsproteine

Das Ziel des Projekts ,,Untersuchungen zur pharmakologischen Beeinflussung
der Toll-like Rezeptoren in der Sepsis‘ bestand darin, mit I6slichen TLRs die
UberschieRende Immunantwort zu kontrollieren [120]. Da TLRZ2 in der Gram-positiven
und TLR4 in Gram-negativen Sepsis herausragende Rollen in der Auslésung dieser

Reaktion besitzen, lag der Fokus auf der Herstellung dieser I6slichen Rezeptoren.

1.6.3.2.1 Die LPS-Trap

Untersuchungen mit l6slichen murinen TLR4-Fc-Chimaren (T4-Fc) zeigten
keinen Einfluss auf die LPS-induzierte IL-6 Sekretion von RAW264.7-Zellen [120].
Erst durch Zugabe von rekombinantem MD-2 konnte ein Hemmeffekt erzielt werden.
Da sMD-2 inaktive Oligomere bildet [121] und so nur schwerlich ein optimales
stochiometrisches Verhéaltnis zwischen sTLR4-Fc und seinem Akzessorprotein

erreicht werden kann, wurden Fusionsproteine aus dem extrazellularen Teil von
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Maus-TLR4 und Maus-MD-2 konstruiert [120]. Diese verfiigen entweder tber einen
C-terminales His-Markerpeptid (LPS-Trap-His) oder ein humanes IgG-Fc-Fragment
(LPS-Trap-Fc) (Abb. 1.11).

Die LPS-Trap-His bildete den TLR4/MD-2 Komplex, konnte LPS direkt binden
und hemmte die LPS-induzierte TNF-Sekretion in RAW264.7 [120]. Weiterhin konnte
in einem Pilotexperiment die LPS-hemmende Wirkung der LPS-Trap-His in vivo
gezeigt werden [120]. Das Konzept der TLR4/MD-2-Fusionsproteine ist demnach ein
viel  versprechender Ansatzpunkt zur Kontrolle einer Uberschiel3enden

Immunreaktion.

lgG-Fc

LPS-Trap-Fc LPS-Trap-His

Abb. 1.11: Die LPS-Trap-Fc und LPS-Trap-His

Die Konstrukte bestehen aus dem Extrazellularteil von Maus-TLR4 verbunden iUber einen flexiblen
Linker mit Maus-MD-2. Der C-Teminus der LPS-Trap-Fc besteht aus einem humanen IgG-Fc-
Fragment, wahrend die LPS-Trap-His ein 6xHis-Markerpeptid tragt

Nach [120]

1.6.3.2.2 Losliche TLR2-Fc Fusionsproteine

Ldsliche Maus-TLR2-Fc Fusionsproteine (T2-Fc) fuhrten bei der Stimulierung
von RAW264.7 sowohl mit LTA als auch mit dem triacylierten Lipopeptid Pam3;CSK,
zu einer dosisabhéngigen Verstarkung der IL-6 Sekretion [120]. Dies wurde mit der
Moglichkeit erklart, dass T2-Fc mit TLRs auf der Zelloberflache Aggregate bildete

und so zu einer Verstarkung der Signaltransduktion fuhrt.
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1.7 Zielsetzung

Im Fokus dieser Dissertation steht das zweite, bisher nur oberflachlich
untersuchte TLR4/MD-2 Fusionsprotein, die LPS-Trap-Fc. Mit dem Fernziel eine
aul3er Kontrolle geratene Immunreaktion tUber diese Fusionsproteine modulieren zu
kobnnen, soll zun&chst ein optimales Expressionssystem gefunden und die
Designerproteine in vitro biochemisch charakterisiert werden. Das gewonnene
Protein kann anschlieRend auf seine biologische Aktivitdt gegen LPS und andere
postulierte Liganden getestet werden. Da bisher noch nicht genau bekannt ist,
welche Domanen der LPS-Trap fur die LPS-Bindung essentiell sind, besteht ein
weiteres Ziel in der Reduktion der LPS-Trap-Fc auf ihre pharmakologisch aktiven
Bestandteile. Die Modifikation des flexiblen Linkers zwischen TLR4 und MD-2 stellt
einen weiteren Ansatzpunkt fur die Optimierung dar. Ferner kénnte die LPS-Trap-Fc
durch die Aggregation an Oberflachen Uber ihr humanes IgG-Fc Fragment
Antikorper-ahnliche Eigenschaften entwickeln. Durch den Austausch des biologisch
aktiven IgGl-Fragments mit inaktiven 1gG2- oder IgG4-Fragmenten kann die
potentielle Aktivitdt der Fc-Region bestimmt werden.

Nach einer erfolgreichen Testung der LPS-Trap-Fc in vitro, kann sie
anschlieRend analog zu den vorausgegangenen Untersuchungen mit der LPS-Trap-
His im Tiermodell auf ihre hemmende Aktivitdt gegen LPS und bei positiven
Ergebnissen in Sepsis-Modellen untersucht werden.

Zudem soll die T2-Fc durch den Einbau einer TLR1- bzw. TLR6-Ektodoméane
modifiziert werden. Die resultierenden TLR2/1-Fc und TLR2/6-Fc Fusionsproteine
konnten anschlie3end in vitro auf ihre Hemmwirkung gegeniber di- und triacylierten

Lipopeptiden getestet werden.
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2 Material

2.1 Gerate

1600R liguid scintillation analyzer

Canberra-Packard, Schwadorf, Osterreich

Absorptionsspektrometer (fur 96-well
Platten, ELISA-Reader)

MWG Biotech, Denkendorf

Analysenwaage Sartorius analytic A120S

Sartorius, Gottingen

Autoklav Technomara, Fernwald
Brutschrank Heraeus, Hanau
Econo-Pumpe Bio-Rad, Miinchen
Econo-Saule Bio-Rad, Miinchen

O Oy _
Il\)/ll(J:rI(_:TrJﬂusszytometer Coulter- EPICS™ X Beckman Coulter, Krefeld

Durchlichtmikroskop

E. Leitz, Wetzlar

Elektrophoreseapparaturen

Biometra, Géttingen; Bio-Rad, Miinchen

GENE PULSER® Il

Biorad, Miinchen

Kuhl-Brutschrank

Binder, Tuttlingen

Luminex® 100™

Upstate, Charlottesville, VA, USA

Megafuge 1.0R Zentrifuge

Heraeus, Hanau

Mikroskop

Olympus, Hamburg

Millipore Wasser-Filtrationsanlage

Millipore, Eschhorn

NanoDrop® 1000

Peglab, Erlangen

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

Optima™ L-70 Ultrazentrifuge (UZ)

Beckman-Coulter, Palo Alto, CA, USA

pH-Meter Wiss. Tech. Werkst., Weilheim
Laserimager Typhoon 8200 Amersham, Braunschweig
Sterilbank Heraeus, Hanau

TE 77XP Semi-Dry Unit

Hoefer, Holliston, MA, USA

Thermocycler TRISTAR

Biometra, Géttingen

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge E5415 C

Eppendorf, Hamburg

Waage Sartorius excellence E1200S

Sartorius, Gottingen

X-Cell SureLock™mini-Cell

Invitrogen, Karlsruhe

2.2 Verbrauchsmaterial

ECL-Film

Amersham, Braunschweig; Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA

Einmalpipetten

Corning, Corning. NY, USA

Elektroporationskiivetten 2 mm

Peglab, Erlangen

ELISA-Platten (MaxiSorp™)

Nunc, Roskilde, Danemark

ELISA-Platten (Immunolon 2HB)

Thermo, Milford, MA, USA
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Kryoréhrchen

Nunc, Roskilde, Danemark

Nitrocellulosemembran Optitran BA-S 83

Whatman, Dassel

PCR-Reaktionsgefalie

Peqlab, Erlangen

Pierce Strong Anion Exchange Spin
Columns

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Petrischalen

Falcon, Heidelberg

Polypropylenréhrchen fur
Durchflusszytometer

Sarstedt, Nimbrecht

Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Sterilfilter (0,22 pm, 0,45 pm)

Millipore, Eschborn

Szintillationsréhrchen

Packard Instrument, Meriden, CT, USA

Transwells 24-well Millicell® Hanging Cell
Culture Insert

Millipore, Eschborn

Ultrafiltrationssaulen Vivaspin 20 (30.000
oder 100.000 MWCO)

Sartorius, Gottingen

Vakuum-Filtrationssystem (250 ml, 500 ml)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Whatman Filterpapier

Biometra, Gottingen

Zellkulturflaschen

Corning, Corning. NY, USA

Zellkulturplatten (6- und 24-well)

Falcon, Heidelberg

Zellkulturplatten (96-well)

Corning, Corning. NY, USA

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Falcon, Heidelberg

Zentrifugenrohrchen (fur ZU, 13 x 51 mm)

Beckman, Palo Alto, CA, USA

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Nicht aufgefiihrte Feststoffe wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim), nicht

aufgefuihrte Flussigkeiten von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

0,9% NaCl

Braun, Melsungen

Anti-Flag M2 Agarose Affinity Gel

Sigma-Aldrich, Steinheim

Aqua ad iniectabilia

Braun, Melsungen

Biotin-LPS

Invivogen, Toulouse, Frankreich

BSA Fraktion V

Biomol. Hamburg

4C-gekoppelte Fettsauren (Ol- und
Stearinsure)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Chelatierende Sepharose

Amersham, Uppsala, Schweden

Escherichia coli BioParticles® (BODIPY FL-
Konjugat)

Invitrogen, Karlsruhe

HMG-1

Sigma-Aldrich, Steinheim

HSA

DRK, Baden-Baden

Humanes Immunglobulin G

Sigma-Aldrich, Steinheim

Humanes Komplementserum

Sigma-Aldrich, Steinheim

LPS aus Escherichia coli 0111:B4

Sigma-Aldrich, Steinheim

LPS aus Salmonella abortus equi S-Form

Alexis, Griinberg

LTA aus Staphylococcus aureus

Sigma-Aldrich, Steinheim

NBT/BCIP Tabletten

Roche, Mannheim

Ni-NTA-Agarose

Invitrogen, Karlsruhe

Paclitaxel

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pam,CSK,

Invivogen, Toulouse, Frankreich
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Pam3CSK4

Invivogen, Toulouse, Frankreich

Protein G Sepharose

Gerbu, Gaiberg

Reverse Transcription System

Promega, Mannheim

Tragerflussigkeit Isoton” fiir
Durchflusszytometrie

Coulter, Immunotech, Krefeld

Transfektionsreagenz FUGENE® 6

Roche, Mannheim

Transfektionsreagenz FUGENE® HD

Roche, Mannheim

Transfektionsreagenz jetPEI™

Biomol, Hamburg

sCD14 (Maus)

Alexis, Griinberg

Streptavidin Sepharose

Amersham, Uppsala, Schweden

SYPRO® Red Protein Gel Stain

Invitrogen, Karlsruhe

Szintillationscocktail

Lumac, Groningen, Niederlande

TMB

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypanblau

Biochrom, Berlin

2.4 Enzyme und Kits

Adeno-X™ Virus Purification Kit

Becton Dickinson, Heidelberg

Beadlyte® Mouse Multi-Cytokine Flex Kit

Biomol, Hamburg

CloneJET" PCR cloning kit

Fermentas, St. Leon-Rot

Desoxynukleotidmischung

Roche, Mannheim

ECL-Westernblot-Detektionskits

Amersham, Braunschweig

ELISA Human-IL-6

Becton Dickinson, Heidelberg

ELISA Maus-IL-6

Becton Dickinson, Heidelberg

ELISA Maus-TNF

Biozol, Eching

Fast-Link™ DNA Ligation Kit

Epicentre, Madison, WI, USA

Gelextraktions Kits

Hiss, Freiburg, Peglab, Erlangen

Glykosidasen

NEB, Frankfurt am Main

Klenow-Fragment

Fermentas, St. Leon-Rot

Micro BCA™ Protein Assay Kit

Pierce, Rockford, IL, USA

PCR-Master-Mix Y

Peglab, Erlangen

PCR Aufreinigungs Kits

Hiss, Freiburg; Peqglab, Erlangen

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase

Finnzymes, NEB, Frankfurt am Main

Plasmid miniprep Kit

Peglab, Erlangen

QIlAfilter Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

QuantiPro™ BCA Assay Kit

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Restriktionsenzyme

NEB, Frankfurt am Main; Roche Mannheim

RNeasy mini-Kit

Qiagen, Hilden

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Fermentas, St. Leon-Rot

Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

2.5 Bakterien und Zelllinien

2.5.1 E. coli Stamme
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BL21(DE3) pLysS Promega, Mannheim
DH10bac Invitrogen, Karlsruhe
DH5 alpha Invitrogen, Karlsruhe
TOP10 Invitrogen, Karlsruhe
XL1-blue Stratagene, Heidelberg

2.5.2 Sonstige Bakterienstamme

Bacillus subtilis ATCC 6633

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, Universitdt Regensburg

Staphyloccocus aureus ATCC 6538

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, Universitdt Regensburg

2.5.3 Eukaryontische Zellen

HEK293T Humane immortalisierte embryonale
Nierenzellen
Mono Mac 6 Humane monozytische Leukamiezelllinie
Subklon einer HEK293-Zelllinie; Q-
QBI293A BlOgene, Carlsbad, CA, USA
Murine monozytische,
RAW264.7 makrophagenéhnliche Leukamiezelllinie
Schneider S2 Zelllinie aus Drosophila melanogaster
Embryonen
Zelllinie aus dem Ovargewebe von
Sf-21 .
Spodoptera frugiperda
Tn-5 (High Five™) Zelllinie aus dem Ovargewebe von
9 Trichoplusia ni

2.6 Zellkulturmedien und -zusatze

2.6.1 Bakterienkultur

Ampicillin Ratiopharm, Ulm
IPTG Biomol, Hamburg
Gentamycin PAA, Pasching, Osterreich
Kanamycin PAA, Pasching, Osterreich

LB, (Lysogeny Broth) nach Miller

Merck, Darmstadt

LB,-Agar (Lysogeny Broth) nach Miller

Merck, Darmstadt

SOC Medium Invitrogen, Karlsruhe
Tetracyclin Sigma-Aldrich, Steinheim
X-Gal Biomol, Hamburg

Zeocin Invitrogen, Karlsruhe
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2.6.2 Eukaryontische Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

PAN, Aidenbach; PAA, Pasching,

(DMEM) Osterreich

Dulbecco’s PBS PAA, Pasching, Osterreich
FCS PAN, Aidenbach

G418 PAA, Pasching, Osterreich
Gentamycin PAA, Pasching, Osterreich
Glutamin PAA, Pasching, Osterreich

Calcium, Magnesium

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) mit

Invitrogen, Karlsruhe

Hygromycin

Invivogen, Toulouse, Frankreich

Insect Xpress medium

BioWhittaker, Lonza, Verviers, Belgien

Natriumpyruvat

PAA, Pasching, Osterreich

nicht-essentielle Aminosauren (NEAS)

PAA, Pasching, Osterreich

OPI Media Supplement

Sigma-Aldrich, Steinheim

OptiMEM Invitrogen, Karlsruhe
RPMI 1640 VLE Biochrom, Berlin
Trypsin/EDTA PAA, Pasching, Osterreich
Zeocin Invitrogen, Karlsruhe

2.7 Vektoren , Plasmide und Viren

Ad-B-Gal

Innere Medizin I, Klinikum der Universitat
Regensburg

Ad-LPS-Trap-Fc

Bernd Schnabl, Regensburg

Flag T2Fc in pMT/BiP/V5-His C

Katharina Brandl, Regensburg

LPS-Trap in p3xFlag-CMV-8

Katharina Brandl, Regensburg

LPS-Trap-Fc in p3xFlag-CMV-8

Katharina Brandl, Regensburg

LPS-Trap in pMT/BiP/V5-His C

Katharina Brandl, Regensburg

LPS-Trap-Fc in pMT/BiP/V5-His C

Katharina Brandl, Regensburg

p3xFlag-CMV-8

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

p3xFlag-CMV-9

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

pCoHygro Invitrogen, Karlsruhe
pET-22b(+) Novagen, Darmstadt
pFastBac 1 Invitrogen, Karlsruhe

pFUSE-hIgG3-Fc2

Invivogen, Toulouse, Frankreich

PFUSE-hlgG4-Fc2

Invivogen, Toulouse, Frankreich

pIRESneo3

Clontech, Mountain View, CA, USA

pMT/BiP/V5-His A

Invitrogen, Karlsruhe

2.8 Oligonukleotidsequenzen

Die folgende Oligonukleotide wurden von den Firmen TIB MOLBIOL (Berlin)

(2.8.1) und Operon (Kdln) synthetisiert.



Material

27

2.8.1 Kontrollprimer fir cDNA

Mit den folgenden Primern wurde die Qualitat von gewonnener cDNA

Uberpraft.
GAPDH for 5 TTA GCA CCC CTG GCC AAG G 3’
GAPDH rev 5 CTT ACT CCT TGG AGG CCATG 3
5'R Actin for 5' GCT CAC CAT GGA TGA TGA TAT CGC 3’
5'R Actin rev 5 GGA GGA GCAATG ATC TTGATCTTC 3
3R Actin for 5 GAA GAT CAA GAT CAT TGC TCC TCC 3’
3B Actin rev 5 CTG GTC TCA AGT CAG TGT ACAGG 3

6K Clathrin for

5" GAC AGT GCC ATC ATG AAT CC 3’

6K Clathrin rev

5 TTT GTG CTT CTG GAG GAAAGAAZ

2K Clathrin for

5 GCT CACATG GGAATGTTCAC 3

2K Clathrin rev

5ATGTTGTCAAAGTTIGTCATAAG?Z

2.8.2 Sequenzierprimer

Plasmide

Folgende Primer wurden fir die Sequenzierung der konstruierten
verwendet.
lgG1lrev 5 CCC GCG GCTTTGTCT TGG CATTA 3’

IgG2cont.hingeleft

5 GAC CGC AAATGT TGT GTC GAGTGC 3

M13 (-20) forward

5 TTG TAA AAC GACGGC CAG &

M13 reverse

5" GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT 3

pJET1 Fwd

5 GCCTGAACACCATAT CCATCCZ

pJET1 Rev

5" GCA GCT GAG AAT ATT GTAGGAGAT C 3’

pMT forward

5" CAT CTC AGT GCA ACT AAA 3

pMT reverse

5 TAG AAG GCA CAG TCG AGG 3

Tl.1s 5 CTG AGG GTC CTG ATAATG TCC 3'
T1.2s 5' GCC AAT ATG AAC ATC CAAAACT 3
T2.1s 5 AGATTT TGC TGG GCT 3
T2.2s 5' ACC TGACCT CCCTTGACATC3
T6.1s 5' CCA CAA CAG GAT ACG 3
T6.2s 5 TCG GTG TTT GCT GAG ATG AA 3’
TLR4-s1 5' AAT TGA AGA CAA GGC ATG GCAT 3
TLR4-s2 5' ACC TGG CTG GTT TACACG TCC 3
TLR4-s3 5 AGG GTC ACAGAATTC TCAGCG TT 3
TLR4-s4 5 TGG GTC AAG GAA CAG AAG CAG T 3
2.8.3 Primer

ASP-IgGFc-BamHI (1)

5 ACT GGG ATCCTCATTTACCCG GAGAZ

ASP-1gGFc-Kpnl (2)

5 ACT GGG TACCTCATTTACCCGGAGAZ

ASP-IgGFc-Xbal (3)

5 ACT GTCTAG ATCATTTACCCGGAGAZT

BamHIFlagbeginl (4)

5 ACT GGG ATC CGG ACT ACA AAG ACG ATG ACG ACA

AGCT3




Material

28

BamHI3xFlagl (5)

5" ACT GGG ATC CGA CTA CAA AGA CGA TGA CGA CAA
GC?Z

BamHIMD2r (6)

5" ACT GGG ATC CAT TGA CAT CAC GGC GGT GAA T

Flag-left-Spel (7)

5" ACT GAC TAG TGA CTA CAA AGA CGA TGA CGA CAA
GCTTG 3

FwdApaTrap-Fc (8)

5 GGG CCC CGA CTA CAA AGA CGATGA CGA CAAGCT
TG 3

IgG2AgelCH3re. (9)

5 ACT GAC CGG TTC ATT TAC CCG GAG ACA GGG AGA
GG3Z

IlgG2Agelhinge+ (10)

5" ACT GAC CGG TAA CGT AGA TCA CAA GCC CAG CAA
CAC 3

RevTrapFcApal (11)

5 GGG CCCTCATTT ACC CGG AGACAG 3

SalllgGFcendr (12)

5" ACT GGT CGA CTC ATT TAC CCG GAG ACA GGG AGA G
3!

SP-TLR1-Xbal (13)

5" ACT GTC TAG AAG TAT CAC AGG ATAGTG GAG &

SP-TLR2-Bglll (14)

5 ACT GAG ATCTGC AGG AGTCTCTGT CA3

SP-TLR2-Kpnl (15)

5" ACT GGG TAC CAC AGG AGT CTCTGT CA3

SP-TLR4-Kpnl (16)

5 ACT GGG TAC CAC CAG GAAGCTTGAAT

SP-TLR6-Kpnl (17)

5 ACTGGGTACCAGTATCACAGGACAG 3

SP-Xa-Fc-Kpnl (18)

5 ACT GGG TAC CAT CGAAGGTCGTGG T &

SP-Xa-Fc-Xbal (19)

5 ACT GTC TAG AAT CGAAGGTCGTGGTZ

TLR-4KurzSpel (20)

5" ACT GAC TAG TGG GTA GAT CCA GAG TTG GAA ACT
GCTTAAGT®

TLR-4MitteSpel (21)

5" ACT GAC TAG TGG CAC CAT TGA AGC TGA GGT CTA
AGT 3

TIrlFselleft (22)

5 ACT GGG CCG GCC G GA GGA ATG TGA GCT TAT CAT
AAA GAG GCCAAACT

TIr2BsiWlright (23)

5 ACT GCG TAC GCT GGT GAC ATT CCA AGA CGG AGG G
3!

TIr6Fselleft (24)

5 ACT GGG CCG GCC GAC CCC GTT CTC TAATGA ACT
TGAGTCTATG3Z

TIrlex_v1li (25) 5 TCC AAT TAT CTG AGG AAT GTGAGC TTATCA ®
TIrlex_vire (26) 5 CCC GAT GGT GAC AGT CAG CAG AACAGT &
TIreex_vili (27) 5'TCG GAAGCAR TGACCCCGTTCT CTA 3

TIr6ex_vire (28)

5" CAG CAG AAC AGT ATC ACAGGACAGTGG 3

2.8.4 Synthetische Oligonukleotide

AgelASlinker (1)

5 CCG GTC GAT CCG CCA CCG CCA GAG CCACCT CCG
CCT GAACGCCTCCACCAT

AgelSlinker (2)

5 CCG GTG GTG GAG GCG GTT CAG GCG GAG GTG GCT
CTG GCG GTG GCG GAT CAG 3

BsiWILinkerNewR (3)

5" CCC GAT CCG CCACCG CCAGAG CCAcCCT cea ceT
GAACCGCCT CCACCCT

flexLi.BsiWIFsel (4)

5 GTA CGG GTG GAG GCG GTT CAG GCG GAG GTG GCT
CTG GCG GTG GCG GAT CGG GCCGG 3

Sfil-BIP-6xHis (5)

5 TGG CCTTTG TTG GCC TCT CGC TCG GGA GAT CTC
ATC ATC ACCATCACCATZ

Sfil-BIP-6xHis-rc (6)

5 ATG GTG ATG GTG ATG ATG AGA TCT CCC GAG CGA
GAG GCC AAC AAAGGC CACGAZ
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XhoASlinker (7) 5" TCG AGC GAT CCG CCA CCG CCA GAG CCA CCT CCG
CCT GAACGCCTCCACCCZ

XhoSlinker (8) 5 TCG AGG GTG GAG GCG GTT CAG GCG GAG GTG GCT
CTG GCG GTG GCG GATCGC F

2.9 GrolRenstandards

Die GroRen der Nukleinsaurefragmente in Agarosegelen wurden
standardmaRig mit den GroRenstandards GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus und
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) bestimmt.

Die Molekulargewichte der Proteine in SDS-Gelen bzw. im Western Blot
wurden mit den Proteinleitern SeeBlue® Plus2 (Invitrogen, Karlsruhe) oder

PageRuler” Plus (Fermentas, St. Leon-Rot) definiert.

2.10 Antikdrper und Kopplungsreagenzien

Antikorper Konjugat Spender Klon Hersteller
Anti-Flag ohne Maus-1gG1 M2 Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-Flag FITC Maus-1gG1 M2 Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-Flag HRP Maus-1gG1 M2 Sigma-Aldrich, Steinheim

- Miltenyi, Bergisch
Anti-His HRP Maus-1gG2b Gladbach
Anti-His ohne Maus-1gG1 Qiagen, Hilden
Anti-human-HMG- R&D Systems,

1 ohne Maus-lgG2b 115603 minneapolis, MN, USA
Anti-Maus-1gG HRP Ziege Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-Maus- AP Kaninchen Dako, Glostrup, Danemark
Immunglobulin

égtl-human-lgG- HRP Ziege Sigma-Aldrich, Steinheim
,IAQ\]nth-Kanmchen— HRP Ziege Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-Maus- .
TLR4/MD-2 ohne Ratte-lgG2a MTS510 | Hycult, Uden, Niederlande
Streptavidin HRP Hycult, Uden, Niederlande
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2.11 Puffer und Loésungen

2.11.1L6sungen und Zubehor fur die Agarose-Gelelektrophorese

1-2% Agarose (w/v)

in TAE (1x)

E-Gel® 1,2%, 2,0% Invitrogen, Karlsruhe
0,04% Ethidiumbromid

in VE-Wasser

2 M TRIS

250 mM Na-Acetat/Essigsaure pH 7,8
50 mM EDTA

in VE-Wasser

200 mM TRIS/HCI pH 7,8
100 mM EDTA pH 8,0
1% SDS (w/v)

Ladepuffer (10x) 60% Glycerol (v/v)

0,1% Bromphenolblau
0,1% Xylencyanol

in aqua bidest.

DNA-Agarosegel

Ethidiumbromidlésung

TAE (50x)

2.11.2L6sungen und Zubehor fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE)

375 mM TRIS/HCI pH 6,8
12 mM EDTA

7,5% SDS (w/v)

60 % Glycerol (v/v)

0,2% Bromphenolblau (w/v)
in aqua bidest.

Laemmli-Probenpuffer (6x)

U 2-.1920 i
NUPAGE" 4-12% Bis-TRIS Gel 1Imm x 12 Invitrogen, Karlsruhe

well
O
Vl\\llgllTAGE 3-8% TRIS-Acetat Gel Imm x 12 Invitrogen, Karlsruhe
D .
NuPAGE- MOPS SDS Running Buffer Invitrogen, Karlsruhe
(20x)
D .
NUuPAGE" TRIS-Acetat SDS Running Buffer Invitrogen, Karlsruhe
(20x)
250 mM TRIS
2,5 M Glycin

TRIS-Glycin Laufpuffer (10x) 1% SDS (Wiv)

in aqua bidest.

ServaGel® TRIS-Glycin Gel 4-12% 1mm X

12 well Serva, Heidelberg

0,3M TRIS pH 10,4
Western Blot Anodenpuffer A 20 % Ethanol
in VE-Wasser
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Western Blot Anodenpuffer B

25 mM TRIS pH 10,4
20% Methanol
in VE-Wasser

Western Blot Kathodenpuffer C

5,4 mM g-Amino-n-Capronsaure pH 7,6

20% Methanol
in VE-Wasser

Western Blot Blockierlésung

5% Magermilchpulver (w/v)
in Western Blot Waschlésung

Western Blot Waschlosung (PBST)

0,05% Tween 20 (v/v)
in PBS

2.11.3 Sonstige Puffer und Losungen

Adenovirus-Lagerungs-Puffer

10 mM TRIS pH 8,0
2 mM MgCl,
5% Sucrose

Agarose-Elutionspuffer fur

2% SDS (W/v)

Szintillationsmessung 5 mM EDTA
in PBS
Caesiumchlorid-Lésung p = 1,2 kg/m3 (CsCl | 26,8 g CsCl

1,2)

92 ml 10 MM TRIS pH 7,9

Caesiumchlorid-Lésung p = 1,4 kg/m® (CsCl
1,4)

53 g CsCl
87 m 10 MM TRIS pH 7,9

ELISA Beschichtungspuffer

50 mM NaHCO; pH 9,6
in aqua bidest.

— 5% BSA
ELISA Blockierldsung In Waschpuffer
0,05% Tween 20
ELISA Waschpuffer in PBS
ELISA Stopplésung 1 M H,SO,4

Elutionspuffer Chelatierende Sepharose

10mM - 500mM Imidazol
in 50 MM TRIS/HCI pH 8,0

Elutionspuffer Protein G Chromatographie

0,1 M Glycin/HCI pH 2,8 — 4,0

137 mM NacCl
2,68 mM KCI

PBS 10 mM NaH,PO,
1,76 mM K,HPO,
in aqua bidest.
1,5 M NacCl

TBS (10%) 100 mM TRIS

in aqua bidest
pH 7,6 mit HCI einstellen
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung von RNA aus Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen wurde nach Anleitung des RNeasy
mini Kits durchgefuhrt.

Die Zellen (RAW 264.7, < 5x10% wurden zunéchst in einem B-
Mercaptoethanol-haltigen Lysepuffer aufgenommen und durch das mehrmalige Auf-
und Abziehen Uber eine 20 Gauge Kantle geschert und auf diese Weise lysiert. Das
Lysat wurde mit Ethanol verdinnt und durch eine Saule mit einer Silicagel-Membran
zentrifugiert. Diese Membran fixierte die RNA und diese konnte nach mehreren
Waschschritten mit RNase-freiem Wasser eluiert werden. Die Menge und Reinheit

der isolierten RNA wurde anschlieRend mit dem NanoDrop® 1000 bestimmit.

3.1.2 Gewinnung von cDNA durch Reverse Transkriptase-PCR

Uber eine Reverse Transkriptase konnte die in der isolierten Gesamt-RNA
enthaltene mRNA in cDNA umgeschrieben werden. Die RT-PCR wurde sowohl mit
Oligo(dT)5 als auch mit zufallig generierten (Random) Primern durchgefuhrt. Fur die

Umschreibung wurde das Reverse Transcription System genutzt.

Ansatz Programm

RNA 1 pg

MgCl, 4 pl

dNTPs, je 10mM 2l 22°C (bei Random Pr.) 10 min
Puffer (10x-) | 2 ul 42°C 15 min
RNase Inhibitor | 0,5 pl 95°C 5 min
Reverse Transkriptase 15u 2°C 5 min
Oligo(dT);s/Random 1

Primer (500 ng/pl)

H,O ad 20 pl
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Die Integritat der gewonnenen cDNA wurde anschliel3end mit den Primern aus

2.8.1 auf die jeweiligen Haushaltsgene untersucht.

3.1.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.1.3.1 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die DNA-Sequenzen konnen durch den Einsatz bakterieller Polymerasen in
einer PCR amplifiziert werden [122]. Durch die Nutzung zweier entgegengesetzt
orientierter Primer konnen Fragmente spezifisch vermehrt und optional um
gewlnschte Restriktionsenzymsschnittstellen erweitert werden. Polymerasen mit 3'-
5’-Exonukleaseaktivitat fuhren zu einer geringeren Fehlerrate bei der Amplifikation
(proof-reading), verringern aber gleichzeitig die Geschwindigkeit. Die in dieser Arbeit
verwendete Phusion High Fidelty Polymerase erreicht durch die Fusion mit einem
weiteren Pyrococcus-Enzym eine hohere Genauigkeit und Geschwindigkeit als

herkdmmliche Proof-Reader. Grundsatzlich wurden Ansatze folgendermalden

durchgefuhrt:
Ansatz Programm
Templat.DNA 1 ng-5ng 98°C 30s
dNTPs, je 10mM 1p 98°C 10's
Puffer (5x) 10 pl 54°C - 64°C 20s
S Primer 10pM 2.4l 30x
er W 720 20 s/1kb
AS Primer 10uM 2 pl 790 5-10 min
Polymerase (2 u/pl) 0,5 pl 4°C -
H.0 ad 50 pl

Anschlieiend wurden die PCR-Fragmente auf einem Agarosegel analysiert
und aus dem PCR-Ansatz mit Hilfe der PCR Aufreinigungs Kits nach Anleitung der

Hersteller gereinigt.

3.1.3.2 Restriktionsverdau

Fur das Schneiden von DNA-Fragmenten und Plasmiden wurden die Enzym-
und Pufferkombinationen der Firmen New England Biolabs bzw. Roche verwendet.

Grundsatzlich wurden Ansatze in folgendermal3en durchgefuhrt:
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Ansatz Programm
DNA 0,1 pg—-10 g
Puffer (10x) 2H | 370c baw. 50°C, 55°C 1h-3h
Enzym(e) 0,5u-1lu
H,O ad 20 pl

Die verwendeten Puffer und Temperaturen wurden aus den Tabellen der

jeweiligen Hersteller der Restriktionsenzyme (NEB, Roche) enthommen.

3.1.3.3 Gelelektrophorese

PCR- oder Restriktionsverdau-Produkte konnten uber Gelelektrophorese
analysiert werden. Hierfir wurde Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt (1% - 2% w/v)
in  TAE-Puffer aufgekocht, nach dem Abkuhlen auf ca. 60°C mit
Ethidiumbromidlésung (2 pl pro 100 ml Gel) versetzt und in vorbereitete Formen
gegossen. Nach der Festigung des Gels wurden die mit dem Ladepuffer versetzten
DNA-Proben bei 100V in Gelelektrophoresekammern aufgetrennt. Als Laufpuffer
diente TAE. Fur analytische Zwecke wurden die DNA-Fragmente auf einem UV-

Schirm bei einer Wellenlange von 254 nm sichtbar gemacht und photographiert.

3.1.3.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um die Schadigung der DNA bei einer praparativen Gelelektrophorese zu
verhindern, wurden die gewtinschten DNA-Fragmente bei einer Wellenlange von 366
nm sichtbar gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA
aus dem Agarosegel wurde nach der Anleitung der Hersteller durchgefthrt (siehe
2.4)

3.1.3.5 Enzymatische Manipulation der DNA

3.1.3.5.1 Dephosphorylierung mit SAP

Um eine Religation von geschnittenen Plasmiden Uber kompatible
Uberh&ngende oder glatte Enden zu verhindern, wurden die 5’-Termini der DNA mit

SAP dephosphoryliert. Hierfir wurde der Restriktionsverdauansatz zunachst nach
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folgendem Schema zusammen mit SAP verdaut und anschlie3end die Phosphatase

deaktiviert.
Ansatz Programm
Restriktionsverdau 20 37°C 30 min
Puffer (10x) 2ul 65°C 15 min
H,O ad 49 ul 2°C o
SAP 1l

Anschlieend wurden die dephosphorylierten Plasmide Uber PCR-

Aufreinigungs-Kits aus dem Ansatz isoliert

3.1.3.5.2 Behandlung mit Klenow-Fragment

Fur die Umwandlung von tberhadngenden in glatte Enden wurde das Klenow-
Fragment verwendet. Dieses Enzym stellt ein Fragment der DNA-Polymerase | dar
und besitzt eine 5°-3'-Polymerase- und 3’-5-Exonnukleaseaktivitdt. So konnten 5'-
Uberh&ange unter Zugabe von dNTPs aufgefillt werden, wahrend ohne Zugabe von
dNTPs 3-Uberhdnge abgebaut wurden. Folgende Anséatze wurden fur die

Generierung von glatten Enden verwendet:

Ansatz Programm
Verdaute DNA 0,1 pg —4 ug
Puffer (10x) 2 ul 37°C 5 min
dNTPs (10mM) 0,5l 750C 10 min
Klenow-Fragment lu-5u
H.0 ad 20 pl

Anschliel3end wurden die Ansatze mit PCR Reinigungs-Kits gereinigt.

3.1.3.6  Ligation von DNA-Fragmenten

Die modifizierten und isolierten DNA-Fragmente wurden dber die
Restriktionsschnittstellen in entsprechend geschnittene und dephosphorylierte
Plasmide mit Hilfe des Fast-Link™ DNA Ligation Kits kloniert. Durch die Analyse der

zu ligierenden DNA-Fragmente im Agarosegel wurde die ungefdhre Menge an DNA



Methoden 36

abgeschatzt und ein molares Verhdaltnis von Insert- zu Vektor-DNA von 2:1

eingesetzt.
Ansatz Programm
Puffer (10x) 0,1 pg -4 g
ATP (10 mM) 2 ul
Vektor DNA x | 22°C 5- 15 min
Insert DNA x | 70°C 15 min
H,0O ad 14 ul
DNA Ligase 1

3.1.4 Vermehrung und Gewinnung von Plasmidvektoren

3.1.4.1 Transformation und Kultivierung von E. coli

Fur die Transformation von elektrokompetenten Bakterien (XL1-Blue,
DH5alpha, DH10bac) wurden 2 pl des Ligationsansatzes direkt mit 50 pl
Bakteriensuspension auf Eis vermischt. Die Transformation erfolgte in gekihlten
Elektroporationskuiivetten (Elektrodenabstand 2 mm) mit Hilfe eines Elektroporators

unter folgenden Bedingungen:

Spannung 2,5kV
Widerstand 200 Q
Kapazitat 25 pF
Dauer 4,7-52ms

Chemischkompetente Bakterien (TOP10) wurden mit dem kompletten
Ligationsansatz gemischt und fir 30 min auf Eis gestellt. Daraufhin wurden die
Bakterien fur 45 Sekunden bei 42°C im Thermoblock erhitzt und anschlie3end sofort
fur 2 min auf Eis gestellt.

Nach der Transformation wurden die Bakterien mit 250 pul SOC-Medium
versetzt und 1 h bei 37°C geschittelt. Anschliel3end erfolgte die Ausplattierung auf
mit entsprechenden Antibiotika versetzten LB-Agar-Platten und die Kultivierung bei
37°C Uber Nacht. Positive Bakterienklone wurden mit Hilfe spezifischer Primer fur

das Plasmid tber eine PCR nach folgendem Ansatz ermittelt:
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Ansatz Programm
Bakterienklon g.s. 98°C 10 min
PCR-Master-Mix 10 pl 98°C 30s
S-Primer (10 pM) 1| >°C 30s 25x
AS-Primer (10 pM) 1ul 72°C 30s
H,0 gu | 12°¢ 5 min

4°C )

3.1.4.2  Mini-/ Maxipraparation von Plasmiden

Fur die Vermehrung von Plasmiden wurden transformierte Bakterien tber
Nacht in 3 ml (Minipraparation) bzw. 250 ml (Maxipraparation) LB-Medium unter
Zusatz der entsprechenden Selektionsantibiotika bei 37°C kultiviert. Die Bakterien
wurden durch eine Zentrifugation mit 6000xg pelletiert und die Plasmid-DNA Uber die
Mini- bzw. Maxipraparations-Kits isoliert.

Das Prinzip dieser Kits beruht auf einer alkalischen Lyse der Bakterien,
Entfernung von genomischer DNA und Proteine durch Zentrifugation und der
Fixierung der Plasmid-DNA in einer Membran. Nach dem Waschen der Membran
konnte die Plasmid-DNA eluiert und tber eine Isopropanol/Ethanol-Fallung nochmals
gereinigt werden. Die prazipitierte DNA wurde in TRIS/EDTA-Puffer gelost und bei —
20°C gelagert.

3.1.4.3 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von klonierten Plasmiden wurde bei der Firma Geneart in
Regensburg durchgefuhrt. Die erhaltenen Sequenzen konnten mit Hilfe der Vector
NTI 10 Software (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) zusammengesetzt und mit den

entsprechenden Mustersequenzen verglichen werden.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Kulturbedingungen

HEK293T und QBI293A-Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS bei 37°C, 5%
(DMEM, PAN) bzw. 10% (DMEM, PAA) Kohlendioxidgehalt und 95% relativer
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Luftfeuchte kultiviert. Bei serumfreier Haltung wurde das Medium Panserin ohne
weitere Zusatze bei sonst identischen Bedingungen (5% CO,) verwendet. Zur
Selektionierung von pIRESneo3-transfizierten Zellen wurde 1,0 mg/ml G418
zugesetzt.

Die Kultivierung monozytischer Zelllinien (MM6, RAW 264.7) erfolgte mit VLE
RPMI erganzt mit 10% endotoxinarmen FCS bei 37°C und 5% CO, Den MM6-Zellen
wurde OPI Media Supplement, den RAW264.7 B-Mercaptoethanol zugesetzt.

Schneider S2-Zellen wurden bei 21°C ohne zusétzliche CO»-Begasung in
Insect Xpress-Medium plus 10% FCS kultiviert. Die Selektion fand unter
Anwesenheit von 300 pg/ml Hygromycin statt. Sollten produzierte Fusionsproteine
Uber Affinitdtschromatographie gereinigt werden, wurde kein FCS zugesetzt.

Die fur die Baculovirus-Produktion genutzten Sf-21- und High Five™-Zellen
wurden bei 28°C ohne CO; in Insect Xpress-Medium ohne weitere Zusétze kultiviert.

Als Einfriermedium wurde das entsprechende Kulturmedium unter Zusatz von
20% FCS und 10% DMSO verwendet.

3.2.2 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Die Zellzahl und die Vitaltitdt der kultivierten Zellen wurden mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer im Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Hierfir wurden 20
ul Zellsuspension enthommen und diese mit dem gleichen Volumen an 0,05%
Trypanblaulésung versetzt. Die Anzahl der ungeféarbten lebenden und blau gefarbten
toten Zellen konnte anschlieBend Uber die Auszdhlung einer oder mehrerer
GroRRquadrate im Phasenkontrastmikroskop nach folgender Formel bestimmt
werden:

n (Zellen/ml) = (Z / Q) x V x 10*

Z = Zahl der Zellen im Grol3quadrat

Q = Anzahl der ausgezéhlten GroRquadrate

V = Verdunnungsfaktor

3.2.3 Transfektionen

Die Transfektion von Zellen wurde nach dem Prinzip der Lipofektion
durchgefuhrt. Hierbei werden die zu transfizierenden Plasmide von Liposomen
umschlossen. Die Liposomen-DNA-Komplexe fusionieren anschlielRend mit der

Zellmembran und die Plasmide gelangen in den Zellkern.
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Die Transfektionsreagenzien jetPEI™ und FuGene® 6 wurden fur die
Transfektion von Plasmiden in Sauger- und Insektenzellen, FuGene® HD fiir die
Transfektion der Baculoviren-Bacmid-DNA in Sf-21-Zellen nach Anleitung der
Hersteller verwendet. Ublicherweise erfolgte die Transfektion von Zellen bei einer
Konfluenz von 50% (S&ugerzellen) oder 80% (Insektenzellen). Die Verhaltnisse von
Transfektionsreagenz (ul) zu DNA (ug) betrugen 2:1 (jetPEIl), 3:1-2 (FUGENE 6) oder
4-6:2 (FUGENE HD). Die Bildung der Komplexe erfolgte in OptiMEM (S&augerzellen)
oder aqua ad injectabilia (Insektenzellen) fur 20 min bei RT. Die Komplexe wurden
anschlieRend gleichmallig tber die adhérenten Zellen verteilt und die Zellen fir 8 bis
16 h in serumfreien, Gentamycin-haltigen Medium kultiviert. Danach wurde das
Medium gewechselt, FCS und nach Bedarf Selektionsantibiotika (siehe 3.2.1)
zugesetzt.

3.2.4 Transwell-Assay

Zur Uberprifung der biologischen Aktivitat der Fusionsproteine in ihrer nativen
Form wurde ein Transwell-Assay etabliert. 2x10°> HEK293T wurden 8 h nach ihrer
Transfektion mit der entsprechenden Fusionsprotein-DNA-Sequenz in p3xFlag-CMV-
8 in 24-well Platten ausgesat und Transwells mit 2,5x10* MM6 bzw. RAW264.7
eingesetzt. Die Zellen wurden 48 h in dem Medium der jeweiligen monozytischen
Zelllinie (1,25 ml 24-well, 200 pl Transwell) kultiviert. Die Stimulation mit den
angegebenen Reagenzien erfolgte bei einer Messung von TNF fur 4 h und bei der

Messung von IL-6 Uber Nacht.

3.2.5 Zellkultur adenoviral infizierter QBI293A

Die verwendeten humanen Adenoviren Typ 5 sind durch Genomdeletionen
(AE1 und AE3) in konventionellen S&ugerzellen nicht vermehrungsfahig. Fir die
Amplifikation wird deshalb die Zellinie HEK293 genutzt, welche ein
Transformationsprodukt aus embryonalen Nierenzellen mit gescherter Adenovirus 5-
DNA darstellen [123]. Durch die Fragmente der Adenovirus 5-DNA werden die
fehlenden Genomsequenzen teilweise komplementiert und das Virus kann sich
vermehren. Die in dieser Arbeit verwendeten QBI293A sind ein auf hdhere Adharenz
selektionierter Subklon der HEK293-Zelllinie. Die Arbeiten mit adenoviralen Vektoren
wurden ausschlief3lich in Labors der Sicherheitsstufe S2 unter einer Laminar-Flow-
Einheit durchgefuhrt.
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3.25.1 Vermehrung von Adenoviren

Die adenoviralen Stocks (Ad-LPS-Trap-Fc) wurden freundlicherweise von
Bernd Schnabl, Regensburg, zur Verfigung gestellt. Fir den Einsatz im Tiermodell
musste dieser Stock auf ca. 10" PFU/mI amplifiziert werden. Hierfir wurden 5x10°
QBI293A-Zellen in einer 75 cm? Zellkulturflasche ausgesat und mit 25x10° Ad-LPS-
Trap-Fc-Partikeln (MOI 5) infiziert. Um eine optimale Infektion der Zellen durch hohe
Virenkonzentration zu erreichen, betrug das Volumen des Inokulums lediglich 1 ml.
Nach 90 min bei 37°C wurde das Mediumvolumen durch DMEM plus 5% FCS auf 10
ml erganzt. Die Vermehrung der Adenoviren aul3erte sich durch eine Abrundung der
Zellen, worauf ihre Losung aus dem Zellverband und Lyse folgte (Cytopathischer
Effekt, CPE). Nach 72 h wurden die Zellen zusammen mit dem Uberstand drei Frier-
Tauzyklen (N2 ¢ - 37°C) unterzogen und Zellreste durch Zentrifugation entfernt. Mit 3
ml dieses Zelllysats wurden anschlieRend 3x10’ QBI293A infiziert (MOl ~25) und
nach 72 h wiederum die Zelllysate gewonnen. Im dritten Vermehrungszyklus wurden
analog 3x10® Zellen mit 35 ml Zelllysat aus Zyklus 2 infiziert. Hier erfolgte die Ernte
der Zellen bereits vor ihrer Lyse nach 48 h. Die Zellen wurden pelletiert, vereinigt, in

10 ml DMEM plus 5% FCS aufgenommen und durch drei Frier-Tauzyklen lysiert.

3.25.2 Isolierung von Adenoviren

Die Isolierung der Adenoviren erfolgte Gber einen Caesiumchlorid-Gradienten.
Das Zelllysat aus Vermehrungsschritt 3 wurde zunachst durch Zentrifugation von
Zellresten befreit. In einem Zentrifugenrohrchen (13 x 51 mm) wurden 4 ml CsCl 1,4
mit 3 ml CsCl 1,2 und 4,5 ml Zelllysat tberschichtet. Die infektiosen Viruspartikel
konnten Uber den Gradienten nach 18-stindiger Zentrifugation in einer
Ultrazentrifuge bei 100.000xg von den restlichen Bestandteilen getrennt werden. Die
weil3-blaulich schimmernde Bande aus infektibsen Virenpartikeln wurde mit einer
Spritze Uber eine 23 Gauge Kanule abgesaugt. AnschlieRend wurde das CsCI durch
Dialyse gegen Adenovirus-Lagerungs-Puffer entfernt und die Partikel bei -20°C

gelagert.

3.25.3 Bestimmung des adenoviralen Titers

Der adenovirale Titer wurde Uber die Tissue Culture Infectious Dose 50
(TCIDsp) Methode bestimmt. Als biologische Nachweismethode basiert sie auf der

Entwicklung des CPE in QBI293A-Zellen durch eine vorangegangene Vireninfektion.
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10* QBI293A pro Vertiefung in 100 pl DMEM plus 2% FCS wurden in 96-well
Platten ausgesat. Von den jeweiligen Virenstocks wurden Verdinnungsreihen bis
102 in DMEM plus 2% FCS erstellt. 100 pl der acht héchsten Verdiinnungen wurden
jeweils in die senkrechten Reihen 1-10 der 96-well Platte gefillt. Die Reihen 11 und
12 wurden mit virusfreiem DMEM plus 2% FCS aufgeflllt und dienten als
Negativkontrolle. Nach 10-tagiger Kultivierung bei 37°C im CO,-Inkubator wurden die
CPE-positiven Vertiefungen im Mikroskop gezahlt und der Titer nach folgender
Formel berechnet:

T (TCIDsg/ml) = 101599 10
Validierungen der Firma Quantum Biotechnologies ergaben, dass die nach TCIDso-
Methode bestimmten Titer um 0,7xlog hoher sind als im Standard Plaque Assay.

T (PFU/mI) = 10¥612 410

S = Summe der CPE-positiven Vertiefungen der Verdiinnungsschritte ab 10™

/10
Die adenoviralen Titer wurden jeweils in zwei voneinander unabhangigen Titrationen

ermittelt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Analyse von Proteinen durch SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamid gel electrophoresis, SDS-PAGE) dient zur analytischen
Trennung von Proteinen Uber ein Polyacryamid-Gel. Die Proteine werden zunéchst
durch die Behandlung mit Probenpuffer denaturiert. Das darin enthaltene SDS
Uberdeckt die Eigenladung, was eine Auftrennung ausschlief3lich nach der Grél3e der
zu untersuchenden Proteine ermdglicht. Durch die Zugabe von DTT kann zusatzlich
die Reduktion von Disulfidbriicken erreicht werden.

Die Proben wurden standardmafig bei 92°C 5 min in 2x Laemmli-Puffer
gekocht. Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden je nach GrofRe des zu
anaylsierenden Proteins verschiedene Gradientengele und Puffersysteme benutzt
(siehe 2.11.2).
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3.3.2 Western Blotting

Fur die Ubertragung der in der SDS-Page aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran wurde das Semi-dry-Verfahren nach [124] benutzt. Hierflr
wurden je ein Filterpapier (Whatman) in Anodenpuffer A, zwei in Anodenpuffer B und
drei in Kathodenpuffer C getrankt. Das Gel und die Nitrocellulosemembran wurden
ebenfalls in Kathodenpuffer C equlibriert und die Blotapparatur nach Abb. 3.1
aufgebaut. Die Ubertragung der Proteine in die Membran erfolgte mit dem TE 77XP

Semi-dry Blotter fiir 1 h bei einer konstanten Stromstérke von 1,5 mA pro cm? Gel.

Kathode (-)

Kathodenpuffer C [

Polyacrylamidgel
Nitrocellulosemembran

ANOENPUIEr B
Anodenpuffer A N

Abb. 3.1: Schematischer Aufbau der Blotapparatur im Semi-dry-Verfahren

3.3.3 Nachweis von Proteinen

3.3.3.1 Direkte Farbung von Proteinen in Gelen

Fur die direkte Detektion von Proteinen nach ihrer Auftrennung im
Polyacrylamidgel wurde der Farbstoff SYPRO® Red benutzt. Das Gel wurde hierfir
30 min in einer Farbelésung (SYPRO® Red 1:10000 in 7,5% Essigsaure) unter
Lichtausschluss geschwenkt. Die Proteine wurden in einem Schritt fixiert und
angefarbt. AnschlieBend wurde das Gel kurz mit 7,5% Essigsaure gespult, um
uberschissige Farbelosung zu entfernen. Die Proteine konnten im Typhoon laser
imager bei einer Anregungswellenlange von 532 nm und dem Emissionsfilter 610 BP

30 visualisiert werden.
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3.3.3.2 Immunofarbung von Proteinblots

Nach dem elektrophoretischen Transfer der Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran wurde diese fur 1 h bei RT, oder bei 4°C uber Nacht mit
Blockierlosung inkubiert. Nach dem Abnehmen der LOsung wurde der in
Blockierldsung verdiinnte Primar-Antikdrper (1pg/ml) auf die Membran gegeben und
1 h bei RT geschwenkt. War der primére Antikdrper nicht HRP oder AP gekoppelt,
wurde die Membran dreimal 5 min mit Waschlésung gewaschen und zusatzlich mit
einem gegen den Primérantikdrper gerichteten, Enzym-gekoppelten
Sekundarantikdrper (1:5000) inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten von je 15
min konnte der Blot abh&ngig vom gekoppelten Enzym gefarbt werden. Fur
Peroxidase-gekoppelte Antikérper wurde ein ECL-Farbeprotokoll (ECL plus
Detection Kit) verwendet. Hier katalysierte die HRP die Oxidation von Luminol. Die
entstehende Lumineszenz wurde auf einem RO&ntgenfilm mit unterschiedlicher
Expositionsdauer je nach Signalintensitdt aufgenommen. Der Film konnte
anschlieBend in einem Entwicklerautomaten entwickelt werden.

Wurde ein AP-gekoppelter Antikérper eingesetzt, konnte das geblottete
Protein Uber BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolylphosphat) und NBT (Nitroblau

Tetrazoliumchlorid) direkt auf der Nitrocellulosemembran visualisiert werden.

3.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit bestimmt.
Dieser basiert auf der BCA-Methode zur photometrischen Messung von
Proteinkonzentrationen. In wassriger alkalischer Lésung wird Cu?* durch Protein zu
Cu'* reduziert. Dieses bildet mit zwei Molekiillen BCA einen farbigen Komplex mit
einem Absorptionsmaximum bei 562 nm.

Fir die Bestimmung wurden 25 pl proteinhaltige Lésung mit 200 ul BCA/Cu®*
(50:1) in einer 96-well Platte vermischt und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Als
Standard wurde BSA in einem Konzentrationsbereich von 2000 pug/ml — 25 pg/ml
verwendet. Die entstandenen Farbkomplexe konnten im Absorptionsspektrometer
bei einer Wellenlange von 540 nm vermessen und die Proteinkonzentration tGber eine

Eichgerade bestimmt werden.
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3.3.5 Isolierung der LPS-Trap aus Zelliberstanden

3.3.5.1 Protein G Affinitatschromatographie

Fur die Reinigung von Fusionsproteinen mit einem hlgG-Fc-Teil wurde Protein
G Sepharose verwendet. Bei der Isolierung Uber eine Econo-Séaule wurde diese mit 2
ml einer 50% Suspension von Protein G Sepharose beladen und mit 20 ml PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden 200 bis 800 ml Zellkulturiberstand mit Hilfe einer
Pumpe bei 4°C mehrmals Uber die Saule geschleust. Die S&aule wurde mit 50 ml PBS
gewaschen und die Fusionsproteine mit 1 ml 0,1 M Glycin/HCI-Puffer (pH 2,8 oder
4,0) in 4 Fraktionen eluiert. Die Eluate wurden sofort mit 20 ul 1,5 M TRIS pH 8,8
neutralisiert und anschlie3end gegen PBS dialysiert.

Bei einer Reinigung durch Immunprazipitation wurde der Zelliberstand auf 50
ml Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und mit 200 pl der 50% Protein G Suspension pro
50 ml 2 h im Rotator inkubiert Zur Vermeidung von Blasenbildung wurden die
Rohrchen vollstandig mit PBS aufgefillt. Die Sepharose wurde anschliel3end bei
850xg pelletiert, in 5 ml PBS resupendiert und in eine S&ule geladen. In der Saule
erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 10 ml PBS. Die weiteren Schritte deckten sich

mit der Isolierung tber die Econo-Saule.

3.3.5.2 Affinitdtschromatographie tber Metallchelat-bindende S&ulen

Fusionsproteine mit einem 6xHis Epitop (LPS-Trap-His, His-LPS-Trap-Fc)
wurden Uber Metallchelatchromatographie gereinigt. Da dem Medium von S2-Zellen
fur die Induktion des Methallothionin-Promotors CuSO, zugesetzt wurde, wurde eine
modifizierte Metallochelat-Affinitatschromatographie verwendet [125]. Die Cu?*-lonen
bilden bevorzugt Komplexe mit dem Imidazolrest der Aminoséure Histidin. Diese
Komplexe wiederum binden mit hoherer Affinitat an die Iminodiessigsduremolekile
der chelatierenden Sepharose als freie Kupferionen. Die Isolierung wurde wie in
3.3.5.1 entweder Uber eine Saule oder als Prazipitation durchgefthrt. Die Elution
erfolgte in drei Schritten mit je 1 ml 10 mM, 50 mM und 500 mM Imidazol in 10 mM
TRIS pH 8,0. Die Fraktionen wurden ebenfalls gegen PBS dialysiert.
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3.3.5.3 Isolierung Uber lonenaustauscherséule

Die His-LPS-Trap-Fc wurde alternativ zu den bereits genannten Methoden
auch uber Anionenaustauscherséulen gereinigt. Der isoelektrische Punkt der His-
LPS-Trap-Fc befindet sich bei pH 6,04. Folglich lag das Protein in neutralen oder
leicht basischen Ldsungen als Anion vor und konnte so Uber eine mit quartaren
Ammonium-lonen beladene Anionenaustauschersaule (Pierce Strong Anion
Exchange Spin Columns) isoliert werden. Dafur wurden 10 ml His-LPS-Trap-Fc-
haltiger Uberstand mit 100 pl 1,5 M TRIS pH 8,8 alkalisiert und zusétzlich mit 10 ml
Wasser verdinnt, um die lonenkonzentration zu vermindern. Eine
Anionenaustauscherséule wurde mit 5 ml 25 mM TRIS pH 8,8 equilibriert und der
behandelte Uberstand zweimal durch die Saule zentrifugiert. Das Protein konnte
anschlieBend mit 2 ml 1,5 M TRIS pH 8,8 (2 Wiederholungen) aus der Saule eluiert

werden. Das Eluat wurde sofort gegen PBS dialysiert.

3.3.6 GrofRenausschlusschromatographie

Fur die Konzentrierung von Zelliberstdanden wurden Ultrafiltrationssaulen mit
einem GroRRenausschluss von 30.000 MWCO (LPS-Trap-His) oder 100.000 MWCO
(LPS-Trap-Fc) verwendet. Es wurde jeweils 20 ml Uberstand transfizierter QBI293A-
Zellen durch Zentrifugation auf 2 ml eingeengt. Dies entsprach demnach einer
Konzentrierung um den Faktor 10. Die Konzentrate wurden anschliel3end gegen PBS
dialysiert.

3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Quantifizierung von Zytokinen in ZellUberstdnden erfolgte mit Zytokin-
ELISAs. Hierfir wurden MaxiSorp™ 96-well ELISA-Platten mit einem Fang-
Antikorper (2-10 pg/ml in ELISA Beschichtungspuffer) dber Nacht bei 4°C
beschichtet. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Platte mit PBST
plus 5% BSA 1 h bei RT blockiert. AnschlielRend wurden die verdinnten Proben (100
pl) in Duplikaten 2 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurde
50 pl einer Mischung aus biotinyliertem Detektionsantikdrper (1 pg/ml) und

Streptavidin-HRP zugegeben und eine weitere Stunde bei RT inkubiert.
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AnschlieRend wurde die Platte funfmal mit PBST gewaschen und 100 pl TMB-
Substrat-Losung pro Vertiefung zugegeben. Nach 30 min wurde die Reaktion mit 1 M
H.SO, gestoppt und die entstanden Farbkomplexe im Absorptionsspektrometer bei
den Wellenlangen 450 nm minus 540 nm vermessen. Samtliche Auswertungen
wurden mit der Software SOFTmax for Windows 2.35 durchgefuhrt.

3.4.2 Multi-Zytokinbestimmungen im Luminex® 100

Zytokin-Bestimmungen von Serumproben aus Tierexperimenten wurden mit
dem Luminex® 100-System durchgefiihrt. Dieses System basiert auf dem Prinzip
eines ELISAs mit dem Unterschied, dass die Zytokine nicht an eine Mikrotiterplatte
sondern uber einen Antikdrper an fluoreszierende Mikropartikel gebunden werden.
Uber verschiedenfarbige Mikropartikel und einem Klassifizierung-Laser (635 nm) ist
es somit mdglich, mehrere Zytokine parallel zu vermessen. Die Quantifizierung
erfolgt Uber einen biotinylierten Sekundarantikdrper, der tber Streptavidin-PE und
einem Detektionslaser (532 nm) (Abb. 3.2) detektiert werden kann.

Streptavidin-PE

Mikropartikel

Detektionssignal

biotinylierter
Sekundarantikérper
X 7 Primarantikérper

Klassifizierungssignal

Abb. 3.2: Zytokindetektion im Luminex® 100

Alle nachfolgenden Reagenzien stammten aus einem Beadlyte® Mouse Multi-
Cytokine Flex Kit, der fur die Quantifizierung der Zytokine IL-1a, IL-1B, IL-12(p70),
MCP-1 und TNF kombiniert wurde. Alle Inkubationsschritte wurden im Dunkeln bei
RT durchgefihrt.

Fir die Untersuchungen wurden Mikrotiter-Filterplatten mit Assay.Puffer
(Cytokine Assay Buffer) equilibriert und die Vertiefungen mit 50 ul Zytokinstandard
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oder 10 pl Serum plus 15 pl Cytokine Assay Buffer und 25 pl Serum Diluent befullt.
Nach 20-minutiger Inkubation auf einem Schuttler wurde je 25 ul Primarantikorper-
Mikropartikel (Beadlyte®Anti-Mouse Cytokine Beads) hinzugefiigt und die Platte 2 h
inkubiert. Anschliel3end wurde die Flissigkeit abgesaugt, wahrend die Mikropartikel
durch den Filter zurckgehalten wurden. Die Partikel wurden einmal mit Assay-Puffer
gewaschen und mit 75 pl Assay-Puffer resuspendiert. Es folgte eine 1,5-stiindige
Inkubation mit 25 ul Sekundarantikérperlosung (Beadlyte® Anti Mouse Cytokine,
Biotin) und eine anschlielRende 30-minttige Inkubation mit 25 pl Streptadvidin-PE-
Lésung. Nach Zugabe einer Stopp-Losung (Beadlyte® Stop Solution) wurde die
gesamte Flussigkeit abgesaugt und die Mikropartikel in 125 pl Assay-Puffer
resuspendiert. Die Messung der Zytokine wurde mit einem Luminex® 100 Analyzer

durchgefiihrt, das Protokoll und die Auswertung mit der Software Luminex® 100 IS.

3.4.3 LPS-Trap-Bindungsassays

3.4.3.1 LPS Pull-down Assay

Fur den Nachweis der Bindung von LPS an die Fusionsproteine wurde 1,8 ml
Zelliberstand mit 200 pl FCS versetzt und mit 0,5 pg/ml biotinyliertem LPS 1 h bei
RT inkubiert. Daraufhin wurden die LPS-Fusionsprotein-Komplexe fur 30 min mit 20
pl - Streptavidin  Sepharose geféllt. Die Prazipitate wurden dreimal mit PBST
gewaschen, in 40 ul 2x Laemmli resuspendiert und 5 min bei 92°C aufgekocht. Nach
der Pelletierung der Sepharose konnten die Uberstande iiber ein Polyacrylamidgel
aufgetrennt und im Anti-Flag Western Blot detektiert werden.

Bei der Uberpriifung von gereinigten Fusionsproteinen wurde der Assay in
PBS plus 20% FCS durchgefihrt. In einigen Versuchen wurde noch zusétzlich mit
rekombinantem Maus-CD14 (0,5 ug/ml) inkubiert.

Sollte die Konformation der LPS-Trap Uberpruft werden, wurden die
Uberstande 1 h mit 10 pg/ml TLR4/MD-2 Antikérper vorinkubiert. Sollte die
kompetitive Hemmung der LPS-Bindung getestet werden, wurden die
Testsubstanzen in einem 100-fachen (unmarkiertes LPS) oder 1000-fachen

(Fettsauren) molaren Uberschuss zugegeben und parallel mit Biotin-LPS inkubiert.
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3.4.3.2 Bindungs-Assay mit **C-Fettsauren

Zur Uberprufung der Bindung von Fettsauren an TLR4/MD-2 wurde die LPS-
Trap-His mit 20 pl Anti-Flag M2 Agarose aus 2 ml S2-Uberstand pro Ansatz (ber
Nacht bei 4°C immunprazipitiert. Das Prazipitat wurde mit 1 oder 10 pM Albumin-
gekoppelter, **C-markierter Fettsaure (Ol- und Stearinsaure) in TBS plus 20% FCS 2
h bei RT inkubiert. Zusatzlich wurden einige Proben noch mit einem 100-fachen
molaren Uberschuss an unmarkierter Fettsdure versetzt. Das Agarose-Gel wurde
dreimal mit TBS gewaschen und anschlieend in Agarose-Elutionspuffer
resuspendiert, um die vollstandige Ablésung der gebundenen Substanzen von der
Agarose zu gewabhrleisten. Die Gelsuspension wurde mit je 10 ml Szintillations-
Cocktail vermischt und die Radioaktivitdt im Szintillationsmessgerat gemessen.
Kontrolliberstdnde mit Flag-sAcP wurden analog prapariert.

Die spezifische Bindung in Prozent wurde folgendermal3en berechnet:
(com gebundene C — cpm gebundene #C mit Uberschuss an unmarkierter

Fettséure) / total eingesetzte cpm

3.43.3 LPS-Bindungs-ELISA

Fur die relative Quantifizierung der LPS-Bindung der Fusionsproteine wurde
ein LPS-Bindungs-ELISA etabliert. Die Inkubationen erfolgten bei RT und zwischen
den einzelnen Inkubationsschritten wurde jeweils dreimal mit PBST gewaschen
Zunachst wurden MaxiSorp™ 96-well ELISA-Platten Gber Nacht mit Anti-Flag M2
mAb (1 pg/ml) beschichtet. Nach einer 1-stiindigen Blockierung mit PBS plus 5%
BSA wurden die Platten mit den Fusionsprotein-haltigen Lésungen 2 h inkubiert.
Darauf folgte eine Inkubation mit 100 pl Biotin-LPS in PBS plus 20% FCS pro
Vertiefung fur 1 h. Anschliel3end konnte das gebundene LPS mit Streptavidin-HRP
(0,25 pg/ml, 30 min) detektiert werden. Nach der Zugabe der TMB-Substrat-Lésung
(100 pl/Vertiefung) wurde nach 30 min die Farbreaktion mit 1 M H,SO, gestoppt und
die Farbkomplexe im Absorptionsspektrometer bei 450 nm minus 540 nm

vermessen.

3.4.3.4  Fusionsprotein-Bindungs-ELISAs

Um die Menge an Fusionsprotein in Zelliberstanden bestimmen zu kénnen,
wurde der LPS-Bindungs-ELISA (siehe 3.4.3.3) modifiziert. Die Platten wurden nach

ihrer Anti-Flag-Beschichtung fir 2 h mit titrierten Uberstanden inkubiert. Daraufhin
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erfolgte eine 1-stiindige Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Anti-hlgG-Fc mAb
(1:5000) in PBS plus BSA 1%. Die Detektion verlief identisch zum LPS-Bindungs-
ELISA (siehe 3.4.3.3).

Zur Uberpriifung der Bindung an Paclitaxel wurden Immunolon 2HB ELISA-
Platten tber Nacht bei RT mit 10 uM Paclitaxel bzw. 10 pg/ml LPS in ELISA-
Beschichtungspuffer beschichtet. Die Platten wurden einmal mit PBST gewaschen
und mit PBS plus 5% BSA und 5% Sucrose fur 1 h blockiert. Anschliel3end wurde mit
100 ul LPS-Trap-Fc- oder T2/6-Fc-haltigen (Kontrolle) Uberstanden 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBST wurde 1 h
HRP-gekoppelter Anti-higG-Fc mAb inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte
die Detektion analog zum LPS-Bindungs-ELISA (siehe 3.4.3.3).

Der Bindungsassay von T2/1-Fc und T2/6-Fc an LTA erfolgte identisch zu
obiger Arbeitsanweisung. Die Platten wurden mit 10 pg/ml LTA beschichtet.

3.4.3.5 Bakterien-Bindungs-Assays

Zur Untersuchung der Bindung von LPS-Trap an bakterielle Oberflachen
wurden 1 ml Fusionsprotein-haltige Uberstande oder gereinigte LPS-Trap-His in PBS
mit 10 % FCS versetzt und mit hitzeinaktivierten 5x10° E. coli K12 oder
Kontrollbakterien (B. subtilis, S. aureus) 1 h bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden
pelletiert und zweimal mit PBS plus 10% FCS (PBS 10%) gewaschen. Anschliel3end
wurden die Pellets mit PBS 10% resuspendiert und 1 h mit einem FITC gekoppelten
Anti-Flag M2 mAb (1 pg/ml) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 10%
konnte gebundene LPS-Trap im Durchflusszytometer detektiert werden.

Ein weiterer LPS-Bindungsassay basierte auf einem ELISA. Hierfir wurden
100 pl lebende Bakterien in PBS (5x10% CFU/mI) pro Vertiefung auf eine Immunolon
2HB ELISA-Platte beschichtet. Nach dem 1-stiindigen Blockieren mit PBS plus 5%
BSA wurden die Bakterien mit LPS-Trap-His oder —Fc-haltigen Zelliberstanden 2 h
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Vertiefungen dreimal mit PBST
gewaschen und die gebundenen Fusionsproteine mit einem HRP-gekoppelten Anti-
Flag mAb (1pg/ml, 1 h) detektiert. Nach drei Waschschritten mit PBST erfolgte die

weitere Detektion analog zu 3.4.3.3.
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3.4.4 Phagozytoseassay

Fur die Uberprifung der Opsonisierungseigenschaften der LPS-Trap-Fcs1-4
wurde ein Phagozytoseassay etabliert. 5x10° BODIPY-markierte E. coli Partikel
wurden mit 2 ml Fusionprotein-haltigen, serumfreien QBI293A-Uberstanden bzw. 10
oder 100 pg/ml humanem IgG als Kontrolle 1 h bei RT inkubiert
(Opsonisierungsphase). AnschlieBend wurden die Partikel dreimal mit PBS
gewaschen. Die Phagozytose wurde bei 37°C mit 5x10° MM6-Zellen in HBSS (Ca?*-
und Mg®*-haltig) plus 0,5% HSA Uber die angegebenen Zeitspannen durchgefiihrt.
Um besseren Kontakt zwischen Phagozyten und E. coli-Partikeln zu schaffen,
wurden diese vor der Phagozytose bei 500xg 5 min bei 4°C zentrifugiert. Die
Phagozytose wurde durch die Zugabe von 0,02% NaNsz; und Kihlung auf Eis
gestoppt. Die Zellen wurden anschlielend einmal mit PBS gewaschen und mit
0,05% Trypanblau versetzt, um die Fluoreszenz anheftender, nicht phagozytierter
Partikel zu quenchen. Die Intensitat der Phagozytose wurde im Durchflusszytometer

bestimmt.

3.4.5 Komplementaktivierungsassay

Die Komplementaktivierung wurde indirekt Uber die Lyse von E. coli Bakterien
bestimmt. Mit einem GFP-Expressionsvektor transformierte E. coli wurden in einer
Ubernachtkultur expandiert. Die Bakterien wurden nach ihrer Pelletierung in PBS auf
eine ODggo von 0,4 (~ 5x10® CFU/mI) resuspendiert. 5x10° Bakterien wurden zu 10-
fach konzentrierten, gegen PBS dialysierten, LPS-Trap-His oder —Fc-haltigen
Uberstanden gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS wurde die Komplementreaktion mit 1 pl/ml humanem Komplementserum in
HBSS plus 0,5% HSA fir 90 min bei 37°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch
die Kuhlung auf Eis gestoppt. AnschlieBend konnte die Prozentzahl an noch

lebendigen Bakterien im Durchflusszytometer bestimmt werden.

3.4.6 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden auf einem Coulter® EPICS®
XL-MCL™ durchgefuhrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
EXPO™ 32 ADC Software (Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Als
Fluoreszenzfarbstoffe dienten FITC, BODIPY und GFP. Fir die Messung wurden

folgende drei Parameter herangezogen:
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1. Forward Scatter (FS): Zellform und —grof3e

2. Sideward Scatter (SS): Zellgranularitat

3. Fluoreszenzkanal 1 (FL 1): Emittierte Fluoreszenz im Wellenlangenbereich
von 535 nm (grun)

Die Parameter wurden fur die Auswertung logarithmisch aufgetragen.

Pro Ansatz wurden 15.000 bis 25.000 Zellen vermessen. Fiir die Uberpriifung der
LPS-Trap-Bindung an bakterielle Oberflachen (siehe 3.4.3.5) konnten die Bakterien
aufgrund ihrer GréRe im FS identifiziert werden. Gebundene LPS-Trap wurde uber
einen FITC-gekoppelten Anti-Flag-M2 mAb im Fluoreszenzkanal 1 quantifiziert.

Die MM6-Zellen im Phagozytoseassay konnten aufgrund ihrer FS- und SS-
Charakteristika bestimmt werden. Die Phagozytoserate konnte Uber fluoreszente
MMG6 im FL 1 bestimmt werden.

Die GFP-exprimierenden Bakterien wurden durch ihre GroRR3e im FS und Fluoreszenz
im FL 1 identifiziert. Nicht mehr fluoreszente Bakterien wurden als tot betrachtet. In
Vorversuchen konnte festgestellt werden, dass bereits nach 30 min die Fluoreszenz

abgetoteter Bakterien erlischt.

3.5 Tierexperimente

3.5.1 Adenovirale Infektion

Um die LPS-Trap-Fc in vivo zu produzieren, wurden weibliche CD-1 Mause
(Gewicht 18-20 g) mit 10° PFU/ml Ad-LPS-Trap-Fc oder Ad-B-Gal als Kontrolle
infiziert. Die Viren wurden hierfuar in 0,9% NaCl verdinnt und nach der
Anasthesierung der Méause in das Venengeflecht hinter dem Augapfel gespritzt

(retrobulbar).

3.5.2 Gewinnung von Serum aus Vollblut

Die Blutabnahme erfolgte retrobulbar nach Anéasthesierung der Mause. Das
gewonnene Vollblut wurde zum Gerinnen 16 h bei 4°C gelagert. Der Blutpfropf wurde
vorsichtig von ReaktionsgefaRwand abgel6st und bei 500xg abzentrifugiert. Das

Serum wurde anschliel3end sofort verarbeitet oder bei -20°C tiefgeforen.
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3.5.3 Uberprifung der LPS-Trap-Fc(Ad)-Serumspiegel

Die Anwesenheit von LPS-Trap-Fc(Ad) im Serum wurde Uber eine
Immunprazipitation tberpruft. 10 pl Serum wurde auf 1000 ml mit TBS verdiinnt und
1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C mit 20 pl Anti-Flag-Agarose immunprazipitiert.
Die Agarose wurde dreimal mit TBS gewaschen und anschlieBend in 40 pl 2x
Laemmlipuffer 5 min bei 92°C gekocht, um die Proteine aus dem Gel abzul6sen. Der
Prazipitatiberstand wurde anschliel3end tber ein SDS-Gel aufgetrennt und die LPS-
Trap-Fc(Ad) im Anti-Flag Western Blot detektiert.

Um eine quantitative Aussage Uber die LPS-Trap-Fc(Ad)-Serumspiegel zu
gewinnen, wurde ein LPS-Trap-Fc-Bindungs-ELISA (siehe 3.4.3.4) mit Mausserum
anstelle von Zelluberstadnden durchgefihrt. Pro Vertiefung wurde 10 pl Serum mit 90

ul PBS verdinnt. Die Messung erfolgte in Duplikaten.

3.5.4 LPS Stimulation von Mausen

Um die in vivo-Aktivitat der LPS-Trap-Fc(Ad) zu testen, wurden je 6 Ad-LPS-
Trap-Fc- und Ad-B-Gal-infizierte CD-1 Mause am Tag 4 p.i. 1 pg hochreines LPS in
0,9% NacCl i.v. (retrobulbér) injiziert. Nach 60 min wurden die Mause geblutet und
das Serum gewonnen (siehe 3.5.2). Die TNF und MCP-1-Spiegel im Serum wurden

mittels Luminex gemessen (siehe 3.4.2).

3.6 Statistik

Fir die statistische Analyse der Transwell-Assays und Tierexperimente
wurden jeweils 8 bzw. 6 Proben tber den Mann-Whitney-U-Test verglichen. Fir den
Komplementaktivierungsassay wurden die Ergebnisse von 6 Experimenten
herangezogen. Bei Mehrfachvergleichen erfolgte die Analyse der Varianzen durch
einfaktorielle ANOVA bzw. bei einem parameterfreien statistischen Test durch den
Kruskal-Wallis-Test. Der Tukey-Test diente der Post-hoc-Analyse. Als signifikanter
Unterschied wurden Ergebnisse mit p<0,05 betrachtet. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgte mit Box-Whisker-Plots unter Darstellung des Medians, der
Ausreil3er und der 10.-, 25.-, 75.- und 90.-Perzentilen.
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4 Ergebnisse

4.1 Modulation der TLR4-Signaltransduktion durch die LPS-Trap-
Fc

TLRA4 spielt eine Schlusselrolle in der Immunabwehr gegen die Gram-negative
bakterielle Sepsis. Bei einer plotzlichen Uberschwemmung mit Bakterien gerét dieser
Schutzmechanismus aul3er Kontrolle und wendet sich gegen den eigenen
Organismus. Es konnte gezeigt werden, dass losliche TLR4/MD-2 Fusionsproteine
(LPS-Trap-His) das Potential besitzen, sowohl in vitro als auch in vivo eine LPS-
induzierte proinflammatorische Reaktion zu hemmen [120]. In den folgenden Studien
wurden die Eigenschaften von hlgG-Fc-Chimaren des Fusionsproteins (LPS-Trap-

Fc) untersucht.

4.1.1 Produktion der LPS-Trap-Fc in verschiedenen Zellsystemen

Durch die Kopplung der LPS-Trap an ein humanes IgG-Fc-Fragment erhoffte
man sich in erster Linie eine problemlose Reinigung aus Zelliberstanden und
aufgrund der verlangerten Bluthalbwertszeit eine erhohte Effektivitat im Sepsis-
Tiermodell (Abb. 4.1). Zunachst wurden verschiedene Expressionssysteme fur die
LPS-Trap-Fc untersucht, um ausreichende Proteinmengen fir in vivo Versuche zu

gewinnen.

hlgG-Fc

Abb. 4.1: LPS-Trap-Fc

Die extrazellulare Doméane von Maus-TLR4 wurde uber einen flexiblen Linker bestehend aus 15
Aminosauren an Maus-MD-2 gekoppelt. Die Dimerisierung des Fusionsproteins erfolgte tber ein
humanes IgG-Fc-Fragment. Als Marker diente ein N-terminales Flag-Peptid.
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4111 Schneider S2-Zellen

Die Expression in der Drosophila-Zelllinie Schneider S2 stellt eine effektive
und logistisch unkomplizierte Form der Proteingewinnung dar. Die Vorteile liegen in
der anspruchslosen Kultivierung, die ohne zusétzliche Befeuchtung und CO.-
Begasung bei Temperaturen zwischen 21 und 28°C erfolgt. Daruiber hinaus wird
spontan eine uberdurchschnittlich hohe Anzahl von Genkopien in eine einzelne S2-

Zelle eingebaut, was zu hohen Ausbeuten in der Proteinproduktion fiihren kann.

4.1.1.1.1 Klonierung der LPS-Trap-Fc in pMT/Hygro

Im Drosophila-Expressionssystem wird der Expressionsvektor gemeinsam mit
einem Co-Vektor, der das Resistenzgen fir die Selektion tragt, transfiziert. Um die
Zahl resistenter, aber nicht produzierender Zellen moglichst gering zu halten, wird
ublicherweise mit einem Massenverhaltnis von Expressions- zu Co-Vektor von 20 zu
1 transfiziert. Diese Unwéagbarkeit sollte durch das Einfigen des Hygromycin-
Resistenzgens in den Expressionsvektor beseitigt werden. Hierfir wurde die
Hygromycin-Kassette aus pCO-Hygro mit den Restriktionsenzymen Sapl und Accl
herausgeschnitten und (Uber die entsprechenden Schnittstellen in den
Expressionsvektor pMT/BiP/V5-His A ligiert (Abb. 4.2).

bla Prom pMT
Amp(R) . MTForward
% // BiP
a Apd (996)
cole1 £ Flag
Sapl (6594)  ___ mTIr4 ex

LPS-Trap-Fc in pMT/Hygro
8588 bp

Sapl (2236)
SV40 pA

Flex.Linker
mMD-2

)| e
pCopia Faktor Xa Schnittstelle

Acd (4482) higG1-Fc
SV40 pA Sapl (4050)
Apd (4090)
V5 epitope tag
BGH Rev.PrimingSite

Abb. 4.2: LPS-Trap-Fc in kombiniertem Selektions/Expressionsvektor pMT/BiP/V5-HisA/Hygro
(pPMT/Hygro)

Die Hygromycin-Resistenzgen-Kassette wurde in den Expressionsvektor pMT/BiP/V5-HisA kloniert.
Mit dem kombinierten Vektor ist ohne weitere Transfektion eines Selektionsvektors die Selektion von
stabilen Transfektanden maoglich. Die LPS-Trap-Fc DNA-Sequenz wurde in das Leseraster der BiP-
Signalsequenz eingefiligt
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Dieser neue Vektor vereinigte das zu exprimierende Gen mit dem
Resistenzgen auf einem Vektor. Die Funktion der Resistenz-Kassette wurde durch
die erlangte Antibiotikaresistenz von S2-Zellen Uberprift (Daten nicht gezeigt). Der
pMT/Hygro verfugt Uber einen insektenspezifischen Metallothioneinpromotor, der
eine induzierbare Expression erlaubt, und eine BiP-Signalsequenz, wodurch das
gewlnschte Protein in den Zelliberstand sezerniert wird. Die Sequenz der LPS-
Trap-Fc wurde mit den Primern (8) und (11) aus dem Expressionsvektor LPS-Trap-
Fc in pMT/BiP/V5-His C durch eine PCR amplifiziert und N- und C-terminal Apal
Restriktionsschnittstellen eingefligt. Nach der Zwischenklonierung in den Vektor
pCR-Blunt II-TOPO, wurde die Sequenz mit Apal ausgeschnitten und in den
entsprechend verdauten und dephosphorylierten Vektor pMT/Hygro eingefugt (Abb.
4.2).

4.1.1.1.2 Expression der LPS-Trap-Fc

Fur einen Expressionstest der LPS-Trap-Fc wurden S2-Zellen transient
entweder mit pMT/Hygro alleine als Negativkontrolle oder mit pMT/Hygro/LPS-Trap-
Fc transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde die Proteinproduktion mit
Kupfersulfat induziert. Nach weiteren 48 h wurden je 10 pl Zelliberstand Uber eine
SDS-Page aufgetrennt. Im Anti-Flag-Western-Blot zeigte sich die Bande des
Fusionsproteins bei ca. 130 kDa (Abb. 4.3), wahrend in der Spur der

kontrolltransfizierten Uberstande erwartungsgeman keine Bande sichtbar war.

— 250 kDa
— 148 kDa

— 98 kDa

— 64 kDa

WB: Anti-Flag

Abb. 4.3: Expression der LPS-Trap-Fc in S2-Zellen

Uberstande von Kontroll- (Spurl) und pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc transfizierten S2-Zellen (Spur 2)
wurden 48 h nach Induktion der Proteinproduktion mittels SDS-Page analysiert. Das Fusionsprotein
mit einer Masse von ca. 130 kDa konnte im Anti-Flag Western Blot nachgewiesen werden.
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4.1.1.1.3 Reinigung der LPS-Trap-Fc

Fur die Grol3produktion von LPS-Trap-Fc sollten zunachst stabile
Transfektanden gewonnen werden. Hierfir wurden S2-Zellen mit pMT/Hygro/LPS-
Trap-Fc transfiziert und 24 h spater das Selektionsantibiotikum Hygromycin
zugegeben. Nach einer vierwdchigen Selektion wurden die Zellen eine Woche lang
mit Kupfersulfat stimuliert und anschlielend das Kulturmedium mit Protein G
immunprazipitiert. Die Elution aus der Saule erfolgte mit einem Glycin/HCI Puffer pH
2,8. Die einzelnen Proteinfraktionen wurden in einem SDS-Gel analysiert. Nach der
Sypro Red Farbung zeigte die LPS-Trap-Fc Bande bei 130 kDa (vgl. 4.1.1.1.2). Es
traten nur sehr schwache Banden anderer Proteine auf, die Reinheit der Eluate war
vergleichsweise hoch. Die Konzentrationen der einzelnen Fraktionen bewegten sich
zwischen 50 und 200 pg/ml. Die daraus hochgerechnete Gesamtmasse an
produziertem Protein von ca. 175 ug war fur S2-Zellen sehr gering. Dies entspricht
einer Konzentration von lediglich 1,75 pg/ml Protein im Uberstand transfizierter

Zellen.

LPS-Trap-Fc BSA (ug/ml)
E1 E2 E3 50 100 200

— 250 kDa
— 148 kDa

— 98 kDa
— 64 kDa

— 50 kDa

— 36 kDa

Abb. 4.4: Gereinigte LPS-Trap-Fc nach Immunpréazipitation Uber Protein G Sepharose

Uberstande von LPS-Trap-Fc transfizierten S2-Zellen wurden tiber eine Protein G Saule gereinigt. Die
einzelnen Elutionsfraktionen (E1-E3) wurden in einer reduzierenden SDS-Page aufgetrennt und
analysiert. BSA in unterschiedlichen Konzentrationen wurde als Mengenstandard verwendet. Die
Farbung des Gels erfolgte mit SYPRO Red Protein Gel Stain.

41.1.2 Escherichia coli

Die Proteinproduktion in speziellen E. coli Stammen kann eine effektive
Alternative zu Zellsystemen sein. Die Kultivierung und Vermehrung der
Transformanten ist im Vergleich zu Sauger- oder Insektenzelllinien mit einem auf3erst

geringen Aufwand verbunden und dementsprechend optimal fir die Gro3produktion
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von Proteinen. Die Herstellung von humanem Insulin und dessen Analoga im
industriellen Malfl3stab stellt ein prominentes Beispiel fur die Produktion in
Prokaryonten dar. Deshalb sollte auch versucht werden die LPS-Trap-Fc in diesem

System zu produzieren.

4.1.1.2.1 Klonierung der LPS-Trap-Fc in pET-22b(+)

Die LPS-Trap-Fc sollte zun&chst in den fur die Proteinproduktion in E. coli
geeigneten Vektor pET-22b(+) kloniert werden. Der pET-22b(+) Vektor verfugt Gber
einen T7 RNA Polymerase Promotor, der wiederum unter Kontrolle eines lac
Operators steht. Zusétzlich verfiugt das Plasmid tber eine pelB Signalsequenz, die
dafiir sorgt, dass das zu produzierende Protein sich im periplasmatischen Raum des
Bakteriums anreichert. Die LPS-Trap-Fc Sequenz wurde mit den Primern (4) und
(12) aus pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc amplifiziert. Uber die Primer wurden Schnittstellen
fur die Restriktionsenzyme BamHI und Sall eingefligt. Nach dem Verdau des Vektors
bzw. des PCR-Produkts mit BamHI und Sall konnte die LPS-Trap-Fc Sequenz in das
Leseraster der pelB Signalsequenz eingefugt werden.

1 ori T7 term
l ’\Sall (180)
Amp(R) / hlgG1-Fc
Faktor Xa Schnittstelle
mMD-2
Flex.Linker
pBR322 ori LPS-Trap-Fc in pET-22b(+)
8568 bp
mTIr4 ex
< \ Flag
BamHI (3274)
pelB
lacl T7 prom

Abb. 4.5: LPS-Trap-Fc in pET-22b(+)

Die LPS-Trap-Fc Sequenz wurde in das Leseraster der pelB Signalsequenz kloniert. Die Expression
steht unter Kontrolle eines T7 RNA Promotors und kann in den entsprechenden Bakterienstdmmen
mit IPTG induziert werden.

4.1.1.2.2 Expression der LPS-Trap-Fc in BL21(DES3) pLysS
Die Produktion der LPS-Trap-Fc erfolgte in dem E. coli Derivat BL21(DE3)

pLysS. Dieser Stamm besitzt das T7 Promotor Expressionssystem und ist defizient
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fur bestimmte Proteasen und Restriktionsenzyme. Das pLysS-Plasmid verhindert
eine konstitutive Produktion des Proteins, die Genexpression wird erst durch IPTG

Zugabe stimuliert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1N

— 250 kDa
— 148 kDa

g — 98 kDa
— 64 kDa
— 50 kDa

— 36 kDa
— 16 kDa

WB: Anti-Flag

Abb. 4.6: Expression der LPS-Trap-Fc in E. coli

Mit pET-22b(+)/LPS-Trap-Fc transformierte BL21(DE3) pLysS wurden bis zu einer OD von 1,0 bei
600nm kultiviert. Darauf folgte eine 6- (Medium Spur 5, Zelllysat Spur 9) bzw. 12-stiindige (Medium 2,
Zelllysat 7) Stimulation mit IPTG. Die Spuren 4, 6 zeigen Kulturmedium und die Spuren 8, 10
Zelllysate von transformierten, nicht stimulierten Bakterien. Als Kontrolle diente gereinigte LPS-Trap-
His (Spur 1).

BL21 Bakterien wurden mit pET-22b(+)/LPS-Trap-Fc mittels Elektroporation
transformiert und bis zu einer optischen Dichte von 1,0 bei 600 nm kultiviert. Die
Stimulation mit IPTG erfolgte 6 bzw. 12 h bei 37°C. Darauf wurden Kulturmedien und
Zelllysate im Anti-Flag Western Blot analysiert. Erwartungsgemafld war in den
Uberstanden stimulierter Bakterien keine LPS-Trap-Fc nachweisbar (Abb. 4.6, Spur
2 und 5). In den Zelllysaten stimulierter Bakterien hingegen konnte die Hauptbande
des Fusionsproteins bei ca. 120 kDa detektiert werden (Abb. 4.6, Spur 7 und 9).
Ferner waren noch etliche Banden von Abbauprodukten der LPS-Trap-Fc
nachweisbar, was auf eine starke Proteaseaktivitat der Bakterien hinweist. Die
verringerte Grol3e der LPS-Trap-Fc um ca. 10 kDa gegeniber dem in Insektenzellen
produzierten Fusionsprotein erklart sich durch die fehlende Verzuckerung des
Proteins in Bakterien. Als Kontrolle diente gereinigte LPS-Trap-His (12,5 pg/ml) bzw.
Medien und Zelllysate unstimulierter BL21 (Abb. 4.6, Spur 1 bzw. 4, 6, 8, 10) Trotz
der zu erwartenden hohen Ausbeuten wurde von einer weiteren Verwendung eines
bakteriellen Expressionssystems abgesehen, da die Aufarbeitung der LPS-Trap-Fc
aus Zelllysaten bis zum biologisch aktiven Protein aufgrund der fehlenden

Verzuckerung sich vermutlich sehr aufwendig gestaltet héatte. Des Weiteren ist eine



Ergebnisse 59

unverhaltnismaRig hohe Endotoxinkontamination bei der Reinigung aus bakteriellen

Zelllysaten zu erwarten.

4.1.1.3 QBI293A-Zellen

Saugerzelllinien werden in der Industrie haufig fir die Produktion
rekombinanter Proteine genutzt. Die Proteine werden haufig in richtiger Faltung und
naturlichem Glykosylierungsmuster produziert. Fur die Produktion wurden daher

QBI293A-Zellen, ein Ableger der HEK293 Zelllinie, getestet werden.

4.1.1.3.1 Klonierung der LPS-Trap-Fc in pIRESneo3

Um das Protein in grélReren Mengen zu produzieren, sollte auf das
pIRESneo3-Expressionsystem zurlckgegriffen werden. Der Vektor pIRESneo3
verfugt tber einen CMV-Promotor und eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES),
welche die Translation von zwei offenen Leserastern aus einer mRNA ermoglicht.
Das zweite Leseraster des Vektors enthalt das Gen NPT-II, welches Resistenz
gegen Antibiotika der Aminoglycosid-Klasse vermittelt. So kann auf die Uberpriifung
einzelner Zellklone verzichtet und ein Selektionsdruck ausgetibt werden, der zu einer

optimierten Proteinproduktion flihren sollte.
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Abb. 4.7: LPS-Trap-Fc in p3xFlag-CMV-8 und pIRES/neo3

Die LPS-Trap-Fc Sequenz wurde gemeinsam mit der Preprotrypsin Signalsequenz aus dem CMV-8
Plasmid geschnitten und in den Vektor pIRESneo3 ligiert. Die IRES Sequenz sorgt fur eine parallele
Expression des Resistenz- und Zielgens.
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Fur die Klonierung von pIRESneo3/LPS-Trap-Fc wurde der Vektor CMV-
8/LPS-Trap-Fc mit dem Restriktionsenzym Asel verdaut und die entstanden 5'-
Uberhange mit Hilfe des Klenow-Fragment-Enzyms aufgefiillt. AnschlieRend wurde
das Fragment mit BamHI geschnitten. Dadurch konnte die LPS-Trap-Fc zusammen
mit der Preprotrypsin-Signalsequenz in den mit EcoRV und BamHI verdauten Vektor
pIRESneo3 kloniert werden (Abb. 4.7).

4.1.1.3.2 Expression der LPS-Trap-Fc in QBI293A

Die Expression der LPS-Trap-Fc wurde nach der Transfektion der Zellen und
14-tagiger Selektion mit G418 im Anti-Flag Western Blot uUberpraft. In den
Zellkulturtiberstanden konnte die LPS-Trap-Fc bei ca. 140 kDa nachgewiesen
werden. Ferner konnte eine Abhangigkeit der Proteinproduktion von der
Antibiotikakonzentration festgestellt werden (Abb. 4.8, Spur 2: 500ug/ml, 3: 1 mg/ml,
4: 2 mg/ml). Die erhoffte Steigerung der Ausbeute im pIRES Expressionssystem
konnte im vergroBerten Mal3stab unter serumfreien Bedingungen nicht erreicht
werden. Es wurden lediglich 0,5 pg/ml Protein im Uberstand festgestellt (Daten nicht
gezeigt). Die erfolgreiche Expression in Saugerzellen stellte allerdings die Grundlage
fur die Untersuchungen uber die Opsonisierungseigenschaften der LPS-Traps-Fcl-4
(siehe 4.3), da mit diesem System Uber lange Zeit konstante Proteinmengen

produziert werden konnten.

191 kDa —

98 kDa —

64 kDa —

WB: Anti-Flag

Abb. 4.8: Expression der LPS-Trap-Fc in QB293A

Uberstande von pIRESneo3/LPS-Trap-Fc (Spur 2-4) oder Kontrollvektor (Spur 1) transfizierten
QBI293A wurden auf die LPS-Trap-Fc Produktion im Anti-Flag Western Blot analysiert.

4.1.1.4 Baculovirussystem

Das Baculovirus Expressionssystem ist durch unkomplizierte Zellkultivierung,

hohe Transfektionsraten und Proteinausbeuten hervorragend fir die Grof3produktion
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von rekombinanten Proteinen geeignet. Da das Baculovirus Autographa california
Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV) ausschliel3lich fur Insekten infektios ist, missen

keine besonderen SchutzmalRnahmen getroffen werden.

4.1.1.4.1 Klonierung der LPS-Trap-Fc in pFastBacl

Die rekombinanten Baculoviren wurden mit Hilfe des Bac to Bac® Baculovirus
Expressionsystems generiert. Hierfur wurde die LPS-Trap-Fc DNA einschlie3lich der
BiP-Signalsequenz aus dem Vektor pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc Uber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Pmel ausgeschnitten und in den Transfervektor
pFastBacl kloniert (Abb. 4.9). Das pFastBacl/LPS-Trap-Fc Donorplasmid wurde in
DH10Bac E. coli transformiert. Dieser Bakterienstamm enthalt sowohl ein Bacmid,
das die virale DNA enthalt und als Shuttlevektor dient, als auch ein Helfer-Plasmid,
das fUr eine Transposase kodiert. In den Bakterien findet mit Hilfe der Transposase
eine gerichtete Rekombination zwischen dem Shuttle- und Transfervektor statt. Die
rekombinante Bacmid DNA konnte anschlielend vermehrt und isoliert werden.

V5 epitope tag
hlgG1-Fc SV40 pA

Faktor Xa Schnittstelle /\ ~ Tn7L
mMD-2 e f1 origin

Flex.Linker )\ \\ bla promoter
&

. Amp(R)
LPS-Trap-Fc in pFastBacl
8097 bp
mTIr4 ex
Flag pUC origin
BiP /4 ¥
BamHI (4762) // ,_> '
PH promoter Tn7R
Polyhedrin forward primer Gm(R)

Pc promoter

Abb. 4.9: LPS-Trap-Fc in pFastBacl

Die LPS-Trap-Fc DNA wurde zusammen mit der BiP-Signalsequenz aus pMT/Hygro ausgeschnitten
und in den Transfervektor pFastBacl kloniert. Uber die Tn7 Sequenzen kann eine Transposase die
LPS-Trap-Fc Sequenz gerichtet in das Baculovirus-Bacmid transferieren.

4.1.1.4.2 Expression der LPS-Trap-Fc in Sf-21 und High Five™ Zellen

Die gewonnene Bacmid DNA wurde in Sf-21 Insektenzellen transfiziert.
Bereits nach 24 h konnte eine erfolgreiche Transfektion Uber die verdnderte
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Morphologie der Zellen festgestellt werden. Nach weiteren drei Tagen waren die
Insektenzellen durch das Virus vollstandig lysiert. Die Zelliberstande wurden auf die
Produktion des rekombinanten Proteins im Anti-Flag Western Blot tberprift. Die
Baculovirus produzierte LPS-Trap-Fc zeigte wie das in S2-Zellen produzierte

Fusionsprotein eine Masse von ca. 130 kDa (Abb. 4.10, A).

Transfektionsreagenz (pl):
Bacmid-DNA (ug)

3:2 4:2 5:2
185 kDa —

115 kDa — “

80 kDa —

WB: Anti-Flag

48h p.i. 72h p.i. 96h p.i.

MOl 02051 2 3 5 10 010205 1 2 3 5 10 010205 1 2 3 5 10

e @

~uau-§ -g=? o
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* - ‘
. i
55kDa — - , - i
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250 kDa —
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Abb. 4.10: Produktion der LPS-Trap-Fc im Baculovirus Expressionssystem

(A) Sf-21-Zellen wurden mit rekombinanter Bacmid-DNA in unterschiedlichen Verhaltnissen
transfiziert. Nach 4 Tagen wurden die Uberstande auf die Expression der LPS-Trap-Fc im Western
Blot untersucht. Fur die Detektion wurde ein Anti-Flag Antikdrper verwendet.

(B) High Five™-Zellen wurden mit rekombinanten Baculoviren in steigenden MOlIs infiziert. Nach 48 h,
72 h und 96 h wurden Zelliberstdnde auf die LPS-Trap-Fc Produktion im Anti-Flag-Western Blot
getestet.

Nach der Amplifizierung der Viren zu einem hochtitrigen Stock in Sf-21-Zellen
sollte die Proteinproduktion in High Five™-Zellen getestet werden. Die Verwendung
dieser Zelllinie aus Trichoplusia ni fuhrt Ublicherweise zu erhdhten Ausbeuten von

sezernierten Proteinen. High Five™—Zellen wurden mit steigenden MOIs infiziert und
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die Produktion der LPS-Trap-Fc zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
(p.i.) Uberpruft. Im Anti-Flag Western Blot zeigte sich deutlich, dass bei MOIls
zwischen drei und zehn bereits nach 48 h eine hohe Konzentration an Fusionsprotein
im Uberstand vorhanden ist (Abb. 4.10, B). Nach 72 bzw. 96 h sank die Menge an
LPS-Trap-Fc kontinuierlich und stark ab (Abb. 4.10, B). Erste Abbauprodukte waren
schon nach 48 h deutlich im Western Blot zu erkennen. Die bei hohen MOIs
vollstandig lysierten Zellen haben demnach eine hohe Konzentration an Proteasen
im Uberstand zur Folge, die zu einem rapiden Abbau der Fusionsproteine fiihren.

4.1.1.4.3 Reinigung der LPS-Trap-Fc

Um die Ausbeute an Fusionsprotein im Baculovirus System zu Uberprifen,
wurden High Five™ Zellen in einem grol3eren Ansatz mit einer MOl von zehn
infiziert. Die LPS-Trap-Fc wurde 48 h p.i. Uber eine Protein G Saule direkt aus den
Uberstanden isoliert. Die Elution erfolgte wiederum mit 0,1 M Glycin/HCI-Puffer pH
2,8. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels einer SDS-Page aufgetrennt und das
Gel direkt mit Sypro-Red angefarbt. Die LPS-Trap-Fc Banden bei 130 kDa lie3en auf
eine Ausbeute von insgesamt 1 bis 1,5 mg schlieRen. Dies entsprache 5 bis 7,5
ug/ml Fusionsprotein im Uberstand. Weiterhin konnten nur sehr schwache Banden
verschmutzender Proteine in den Eluaten festgestellt werden.

Fraktion BSA (ug/ml)
50 100 200

Abb. 4.11: LPS-Trap-Fc nach Reinigung Uber eine Protein G Saule

Uberstande von mit LPS-Trap-Fc exprimierenden Baculoviren infizierten High Five™-Zellen wurden
Uber eine Protein G Saule gereinigt. Die Elutionsfraktionen wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt und
die Proteine mit Sypro Red geféarbt. Die Menge an gewonnenem Protein konnte mit einem BSA-
Standard ermittelt werden.

Das Baculovirus-Expressionssytem kristallisierte sich als das am besten
geeignete System fir die Grol3produktion heraus. Fur kleinere Ansétze sollte das
einfachere Drosophila-Expressionssystem genutzt werden.
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4.1.2 Charakterisierung der LPS-Trap-Fc

In den folgenden Untersuchungen sollten die biochemischen Eigenschaften

und die biologischen Aktivitat der LPS-Trap-Fc genauer charakterisiert werden.

4.1.2.1 Unterschiede in der Glykosylierung in Abhangigkeit vom
Expressionssystem

Die LPS-Trap-Fc wies abhé&ngig vom gewahiten Expressionssystem auffallige
GrolRenunterschiede auf (siehe 4.1.1.1.2 und 4.1.1.2.2). Die unterschiedlichen
Glykosylierungsmuster von Insekten- und Saugerzellen konnten die Ursache fur
dieses Phanomen sein. Um dies zu tberprifen, wurden Uberstande von S2- und
QBI293A-Transfektanden mit Glykosidasen versetzt, anschlieend im SDS-Gel
aufgetrennt und mit einem Anti-Flag-Antikorper detektiert. Der Verdau mit
Endoglykosidase H (Endo H) reduzierte die Masse der LPS-Trap-Fc aus S2-
Transfektanden von 130 kDa (Abb. 4.12, Spur 1) auf ca. 120 kDa (Spur 2), wahrend
die LPS-Trap-Fc aus QBI293A-Transfektanden (Spur 4) nur partiell verdaut und der
Masseverlust geringer ausfiel (Spur 5). Dies entsprach den Erwartungen, da Endo H
den Chitobiosekern nur spaltet, wenn grof3e Mannosereste im Zucker vorliegen
[126]. Die Glykosylierungen in Insektenzellen weisen Uberdurchschnittlich viele

Mannosereste auf [127].

1 2 3 4 5 6
185 kDa —
115 kDa — ..'d ' P
80 kDa —
WB: Anti-Flag

Abb. 4.12: Gr6Benmuster der LPS-Trap-Fc nach Glykosidasenverdau

Uberstande von LPS-Trap-Fc S2- (linke Halfte) und QBI293A-Transfektanden (rechte Halfte) wurden
mit Endo H (Spur 2, 4) oder PNGase F (Spur 3, 6) verdaut. Nach der Auftrennung im SDS-Gel,
konnten die Proben im Anti-Flag Western Blot identifiziert werden. Unbehandelte Uberstande dienten
als Kontrollen (Spur 1, 4).

Durch Behandlung mit Peptid N-Glykosidase F (PNGase F) wurden die Zucker
der LPS-Trap-Fc sowohl aus S2- als auch aus QBI293A-Transfektanden vollstandig
verdaut, was im Western Blot durch die Reduktion auf das berechnete
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Molekulargewicht von 115 kDa bzw. 117 kDa sichtbar wurde (Abb. 4.12, Spur 3 und
6). Die Grofllenunterschiede waren also ausschliel3lich auf die unterschiedliche

Verzuckerungen in den jeweiligen Wirtszellen zurtickzufiihren.

4.1.2.2 Untersuchung der LPS-Bindungsféhigkeit

Um die tatsachliche Interaktion der LPS-Trap-Fc mit LPS zu untersuchen
wurde ein LPS Pull-down-Assay durchgefuhrt [33].

Hierfir wurden jeweils 2 ml LPS-Trap-Fc-haltiger Zelliberstand von S2-
Transfektanden 1 h mit biotinyliertem LPS bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend mit Streptavidin Sepharose immunprazipitiert. Das Prazipitat wurde
gewaschen, in Laemmli-Puffer gekocht und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die
Bande der LPS-Trap-Fc konnte Uber das Flag-Peptid im Western Blot identifiziert
werden (Abb. 4.13, A). Biotinyliertes LPS wurde folglich durch das Fusionsprotein
gebunden und koimmunprazipitiert. Als Negativkontrolle dienten LPS-Trap-Fc-haltige
Uberstande, die nicht mit Biotin-LPS versetzt wurden.

Zur Kontrolle der richtigen Konformation der LPS-Trap-Fc wurden Proben mit
einem neutralisierenden Anti-TLR4/MD2-Antikorper in einer Konzentration von 10
pg/ml 1 h vorinkubiert. Dieser Antikorper bindet spezifisch an den TLR4/MD-2
Komplex und verhinderte die Prazipitation der LPS-Trap-Fc durch das biotinylierte
LPS (Abb. 4.13, A). Demnach bildete die LPS-Trap-Fc den essentiellen TLR4/MD-2
Komplex und die Bindung des LPS kann durch den Antikoérper neutralisiert werden.
In QBI293A produzierte LPS-Trap-Fc zeigte identische Eigenschaften (siehe 4.3.3)

Uber das gleiche Verfahren sollte die LPS-Bindung an gereinigter LPS-Trap-
Fc nachgewiesen werden. Die Versuchsansatze enthielten 2 ug/ml LPS-Trap-Fc. Fur
die Vermittlung der LPS-Bindung wurde noch 20% FCS zugesetzt.
Uberraschenderweise konnte aber keine Interaktion der LPS-Trap-Fc mit LPS
festgestellt werden (Abb. 4.13, B). Zugabe von rekombinantem LBP und CD14 fiihrte
ebenfalls nicht zu einer Bindung von LPS (Daten nicht gezeigt). Demzufolge wurde
die Konformation der LPS-Trap-Fc wéhrend des Reinigungsvorgangs so verandert,
dass sie zum vollstandigen Verlust ihrer in nativer Form vorhandenen LPS-

Bindungsfahigkeit fuhrte.
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Abb. 4.13: LPS-Pull-down aus LPS-Trap-Fc-haltigen Uberstanden und gereinigter LPS-Trap-Fc

Uberstande von LPS-Trap-Fc transfizierten S2-Zellen (A) oder 2 pg/ml gereinigte LPS-Trap-Fc (B)
wurden mit Biotin-LPS in Anwesenheit von 20% FCS inkubiert und anschlieBend mit Streptavidin
Sepharose immunprazipitiert (linke Spuren). Als Kontrolle wurden Uberstande zuséatzlich mit Anti-
TLR4/MD-2 vorgeblockt (mittlere Spuren) oder kein Biotin-LPS zugegeben (rechte Spuren). Die
Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Detektion erfolgte im Anti-Flag Western Blot.

4.1.2.3 Inhibitorische Aktivitat der LPS-Trap-Fc in vitro

Nach der Uberprifung der LPS-Bindung sollte im nachsten Schritt die
biologische Aktivitat der LPS-Trap-Fc in vitro getestet werden. Um das
Fusionsprotein in seiner nativen Form zu uberprifen, wurde ein Transwell-System
verwendet. HEK293T-Zellen wurden 8 h nach ihrer Transfektion mit einem
CMVS8/LPS-Trap-Fc Expressionsvektor in 24-well Platten ausgesat. Zuséatzlich
wurden Transwells eingesetzt, die mit Zellen der Makrophagen-ahnlichen
Mauszelllinie RAW264.7 beladen wurden. Nach einer 48-stindigen Kokultivierung,
wurden die Zellen mit 5 ng/ml bzw. 50 ng/ml LPS stimuliert und nach weiteren 4 h die
TNF-Konzentrationen im Uberstand mittels ELISA vermessen. LPS-Trap-Fc
transfizierte Zellen zeigten bei beiden LPS-Konzentrationen signifikant geringere
TNF-Spiegel im Uberstand als Kontrollvektor transfizierte HEK293T (Abb. 4.14, A).

Trotz des fehlenden Nachweises der LPS-Bindung im ,LPS Pull-down“-Assay,
sollte auch die biologische Aktivitat der gereinigten LPS-Trap-Fc im Zelimodell
Uberprift werden. Hierfir wurden monozytische Mono Mac 6 (MM6)-Zellen in eine
48-well Platte ausgesat und mit steigenden Konzentration (1 pg/ml, 10 pg/ml und 20
png/ml) an LPS-Trap-Fc oder PBS als Kontrolle versetzt. Die Stimulation erfolgte mit
100 ng/ml LPS tiber Nacht. Der durch ELISA bestimmte IL-6-Spiegel im Uberstand

konnte durch die gereinigte LPS-Trap-Fc in keinem Fall vermindert werden (Abb.
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4.14, B). Es war im Gegenteil ein leichter konzentrationsabhéngiger Anstieg der
Stimulierung sichtbar, der aber nicht signifikant war. Bei der Testung der
biologischen Aktivitdt bestétigte sich daher die Vermutung, dass nur native LPS-
Trap-Fc aktiv ist, wahrend das gereinigte Fusionsprotein seine inhibitorische Aktivitat
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Abb. 4.14: Biologische Aktivitat von nativer und gereinigter LPS-Trap-Fc

(A) HEK293T-Zellen, transfiziert mit LPS-Trap-Fc oder Kontrollvektor, wurden in einer 24-well Platte
ausgesat und 48h mit RAW 284.7-Zellen in Transwells kokultiviert. Die Zellen wurden mit 5 ng/ml
(linke Abbildung) bzw. 50 ng/ml (rechte Abbildung) LPS stimuliert. Nach 4h wurde TNF im Uberstand
mittels ELISA vermessen. p=0,001 bzw. p=0,017 (Mann-Whitney-U-Test), n=6

(B) Mono Mac 6-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an gereinigter LPS-Trap-Fc inkubiert.
Die Stimulation erfolgte mit 100 ng/ml LPS uber Nacht. Die IL-6 Konzentration im Zelluberstand wurde
per ELISA bestimmt.

4.1.2.4 Untersuchung alternativer Reinigungsmethoden fur die LPS-Trap-Fc

Aufgrund des Aktivitatsverlustes nach der Isolierung der LPS-Trap-Fc aus
Zelluberstanden sollte das Fusionsprotein vor und nach der Reinigung genauer

charakterisiert und gegebenenfalls alternative Reinigungsverfahren getestet werden.
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4.1.2.4.1 Oligomerisierung der LPS-Trap-Fc wahrend der Reinigung
Sowohl die LPS-Trap-His als auch die LPS-Trap-Fc neigen zu

Oligomerenbildung [120]. Die LPS-Trap-Fc sollte nun unter nicht-reduzierenden
Bedingungen untersucht werden. Hierfir wurde Zelliberstand LPS-Trap-Fc
produzierender S2 Zellen mit Gber Protein G gereinigter LPS-Trap-Fc im Anti-Flag
Western Blot verglichen. Unter reduzierenden Bedingungen (plus DTT) konnte die
LPS-Trap-Fc-Bande in beiden Fallen wie erwartet bei 130 kDa detektiert werden
(Abb. 4.15). Beim Verzicht auf DTT hingegen zeigte sich ein unterschiedliches Bild:
Wahrend die LPS-Trap-Fc im Uberstand als 1gG-Fc-Dimer vorlag, setzte sich das
gereinigte Fusionsprotein Uberwiegend aus Oligomeren zusammen (Abb. 4.15), die
teilweise aufgrund ihrer GrofRe nicht das Trenngel erreichten und im Sammelgel

verblieben.

US-Trap-Fc Trap-Fc
DTT + - + -
v
250 kbDa — -
98 kDa —
64 kDa —
WB: Anti-Flag

Abb. 4.15: Vergleich von gereinigter mit nativer LPS-Trap-Fc

Uberstande von LPS-Trap-Fc transfizierten Zellen (US-Trap-Fc) und gereinigte LPS-Trap-Fc (Trap-Fc)
wurden unter reduzierenden (+ DTT) bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen Uber ein SDS-Gel
aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch einen Anti-Flag Antikdrper.

Da nur die monomere Form des Fusionsproteins LPS bindet [120], konnte der
Aktivitatsverlust auf die Oligomerisierung wahrend der Reinigung zuriickgefihrt
werden. Der fur die Stabilitat und Struktur des Proteins kritischste Schritt der
Reinigung stellt die Elution bei einem pH von 2,8 dar. Wurde die LPS-Trap-Fc unter
schonenderen Bedingungen bei pH 4,0 oder in Gegenwart von BSA als
Schutzprotein eluiert, zeigte sich aber ein identisches Bild im Western Blot (Daten
nicht gezeigt).
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4.1.2.4.2 Konstruktion und Expression der His-LPS-Trap-Fc

Fur die Uberpriifung alternativer Reinigungsmethoden sollte ein 6xHis-Peptid
N-terminal in die LPS-Trap-Fc eingebracht werden. Uber diesen Marker wére eine
weit schonendere Isolierung im leicht basischen Milieu analog zur Reinigung der
LPS-Trap-His moglich.

Der Vektor pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc wurde mit den Restriktionsenzymen Sfil
in der Mitte der BiP-Signalsequenz und mit EcoRV kurz vor der Flag-Sequenz der
LPS-Trap-Fc geschnitten. Der fehlende Teil der BiP-Signalsequenz und die 6xHis-
Sequenz konnten anschlieBend Uber die Oligonukleotide (5) und (6) eingeflugt
werden (Abb. 4.16, A).

A
Flex.Linker
mMD-2
Flag Faktor Xa Schnittstelle
6x His mTIr4 ex higG1-Fc
His-LPS-Trap-Fc
3144 bp

B

IP: PG CS PG CS

185 kDa
-e ==
80 kDa—
WB: Anti-Flag Anti-6xHis

Abb. 4.16: Konstruktion der His-LPS-Trap-Fc

(A) Uber ein Oligonukleotid wurde in den Vektor pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc ein 6xHis-Tag an den N-
Terminus der LPS-Trap-Fc eingefigt.

(B) Die His-LPS-Trap-Fc wurde aus Uberstanden von transfizierten S2-Zellen entweder mit Protein G
(PG) oder chelatierender Sepharose (CS) immunprazipitiert. Der Nachweis erfolgte im Western Blot
mit einem Anti-Flag oder Anti-6xHis Antikdrper.

Im né&chsten Schritt sollte die Expression und Funktion des 6xHis-Tags
Uberpruft werden. Hierfir wurde die His-LPS-Trap-Fc entweder Uber das Fc-
Fragment (Protein G) oder das His-Peptid (chelatierende Sepharose) aus
Uberstanden isoliert. Im Anti-Flag und im Anti-His Western Blot konnte die His-LPS-
Trap-Fc bei ca. 130 kDa detektiert werden (Abb. 4.16, B). Dies bedeutete, dass
sowohl der N- als auch der C-terminale Tag der His-LPS-Trap-Fc funktionsfahig

waren.
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4.1.2.4.3 Einfluss unterschiedlicher Reinigungsmethoden auf die LPS-
Bindungsfahigkeit

Die His-LPS-Trap-Fc ermdglichte einen genaueren Vergleich der
verschiedenen Reinigungsmethoden fiir das Fusionsprotein. Die His-LPS-Trap-Fc
wurde aus den Uberstanden produzierender S2-Zellen entweder mit chelatierender
Sepharose (CS) oder Protein G (PG) geféllt und entsprechend mit 300 mM Imidazol
pH 8,0 oder 0,1 M Glycin/HCI pH 4,0 eluiert. Alternativ wurde das Fusionsprotein
(IEP 6,04) Uber eine Anionenaustauscher-Saule aus dem Uberstand isoliert und
anschlielend mit 1,0 M TRIS-HCI pH 8,8 aus der Saule eluiert. Anschliel3end wurden
alle Eluate gegen PBS dialysiert und ein ,LPS Pull-down“-Assay in Anwesenheit von
20% FCS durchgefihrt (vgl. 4.1.2.2). Im Anti-Flag Western Blot wurde deutlich, dass
die His-LPS-Trap-Fc nach der Isolierung uber chelatierende Sepharose (CS) und
Anionenaustauscher (AA) wie im nativen Zustand (US) ihre LPS-Bindungsfahigkeit
erhalten konnte (Abb. 4.17, A). Nach der Reinigung tUber Protein G (PG) hingegen
war die Bande der His-LPS-Trap-Fc nur sehr schwach zu erkennen, was auf eine
insgesamt geringe Interaktion mit LPS hinwies (Abb. 4.17, B).

Da im Western Blot nur qualitative Aussagen Uber die LPS-Bindungsfahigkeit
getroffen werden konnten, sollte ein LPS-Bindungstest auf der Basis eines ELISAs
etabliert werden. Zunachst sollten die Mengen an Fusionsprotein in den einzelnen
Eluaten gegen den Uberstand abgeglichen werden. Eine ELISA-Platte wurde mit
einem Anti-Flag-Antikorper beschichtet und die Eluate bzw. der Uberstand auf die
Platte titriert. Die Menge an enthaltener His-LPS-Trap-Fc konnte anschlie3end
mittels eines Anti-IgG-Fc Antikorpers bestimmt werden.

Das Fusionsprotein konnte nun in exakt gleichen Mengen auf eine Anti-Flag
Antikorper beschichtete ELISA-Platte aufgetragen werden. Sodann wurde das
gebundene Fusionsprotein mit LPS-Biotin (0,5 pg/ml) in PBS plus 20% FCS
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit HRP-gekoppeltem Streptavidin. Im LPS-
Bindungs-ELISA konnte deutlich gezeigt werden, dass natives Fusionsprotein (US)
die hochste Affinitat zu LPS besitzt (Abb. 4.17, B). Die Bindung an unter basischen
Bedingungen gereinigtem Protein (AA, CS) war nur unwesentlich geringer (Abb.
4.17, B). Die uber Protein G isolierte His-LPS-Trap-Fc zeigte hingegen nur eine
schwach tber Kontrollniveau liegende Bindung von LPS. Durch eine Isolierung des
Fusionsproteins im leicht basischen Milieu konnte somit die LPS-Bindungsaktivitat

erhalten werden.
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Abb. 4.17: His-LPS-Trap-Fc behdlt seine LPS-Bindungsfahigkeit nach Reinigung im basischen
Milieu

(A) Uber chelatierende Sepharose (CS), Anionenaustauscher (AA) oder Protein G (PG) isolierte His-
LPS-Trap-Fc bzw. Fusionsprotein enthaltende Uberstande (US) wurden mit Biotin-LPS inkubiert und
anschlieBend mit Streptavidin immunpréazipitiert. Die Prazipitate wurden im Anti-Flag Western Blot
analysiert.

(B) Anti-Flag beschichtete ELISA-Platten wurden mit identischen Mengen an Fusionsprotein inkubiert.
Die Bindung von biotinyliertem LPS an die einzelnen Fraktionen (siehe A) wurde Uber Streptavidin-
HRP bestimmt.

4.2 Untersuchung weiterer Liganden fir die LPS-Trap

Die postulierte Uberlegenheit der LPS-Trap gegeniiber anderen Anti-
Endotoxin-Strategien begrindet sich mit der Eigenschaft, nicht nur die Wirkung von
LPS zu hemmen, sondern auch Effekte weiterer Mediatoren zu antagonisieren. Fur
TLR4 ist eine Reihe bakterieller, viraler, aber auch korpereigener Liganden
beschrieben [107-109]. In den folgenden Experimenten sollte geklart werden, ob
auch die LPS-Trap die F&higkeit besitzt weitere Strukturen Uber LPS hinaus zu

binden.



Ergebnisse 72

4.2.1 Bindung und Hemmung von Paclitaxel durch die LPS-Trap-Fc

Der mitosehemmende und antiangiogene Naturstoff Paclitaxel (Taxol®) gehort
neben LPS zu den am besten beschriebenen Liganden fur TLR4. Wéahrend die
Bindung und Signaltransduktion an Maus-TLR4/MD-2 als gesichert gilt, bleiben die
uber humanem TLR4 vermittelten Effekte umstritten [119; 128]. Die Bindung von
Paclitaxel erfolgt analog zu LPS ebenfalls an MD-2, wobei sowohl murines als auch

humanes MD-2 mit Paclitaxel interagieren [129].
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Abb. 4.18: Bindung und Hemmung von Paclitaxel durch die LPS-Trap-Fc

(A) Paclitaxel bzw. LPS beschichtete ELISA-Platten wurden mit Uberstanden von LPS-Trap-Fc (rot)
bzw. T2/6-Fc (grau) transfizierten QBI293A inkubiert. Die Bindung der Fusionsproteine wurde uber
einen HRP-gekoppelten Anti-hlgG-Fc, darauffolgender chromogener Reaktion im ELISA-Reader bei
einer Wellenlange von 450-540 nm quantifiziert. *** p<0,001, Mann-Whitney-U-Test, n=8

(B) Mit LPS-Trap-Fc (rot) bzw. T2/6-Fc (grau) produzierende QBI293A wurden mit RAW 264.7-Zellen
48 h kokultiviert. Die Zellen wurden mit 1 uM (linke Abb.) und 10 pM Paclitaxel (rechte Abb.) tber
Nacht stimuliert und 1L-6 im Uberstand per ELISA vermessen.* p=0,028, ** p=0,005, Mann-Whitney-
U-Test, n=8

Die Assoziation von Paclitaxel zur LPS-Trap sollte zunachst in einem
Bindungsassay Uberprift werden. Hierfir wurden 10 pM Paclitaxel bzw. 10 pg/ml
LPS Uber Nacht auf eine ELISA-Platte beschichtet und anschlieRend mit LPS-Trap-
Fc bzw. T2/6-Fc (siehe 4.6.1) -haltigen QBI293A-Uberstanden inkubiert. Die

Detektion der gebundenen Fusionsproteine erfolgte mit einem Anti-hlgG-Fc
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Antikorper. Die LPS-Trap-Fc interagierte im Gegensatz zur T2/6-Fc sowohl mit
fixiertem LPS als auch mit Paclitaxel (Abb. 4.18, A)

Uber die reine Bindung von Paclitaxel hinaus sollte die Aktivitat der LPS-Trap-
Fc zusatzlich noch in einem Stimulationsmodell gestestet werden, um die kompetitive
Wirkung gegentiber den zellstindigen Rezeptoren zu belegen. Im Transwell-Modell
wurden stabil mit LPS-Trap-Fc oder T2/6-Fc transfizierte QBI293A mit RAW 264.7 in
Transwells 48 h kokultiviert, anschlie3end tber Nacht mit 1 pM bzw. 10 pM Paclitaxel
stimuliert und die IL-6 Konzentration im Uberstand mittels ELISA gemessen. In LPS-
Trap-Fc-haltige Uberstande konnte eine signifikant geringere IL-6 Ausschuttung als
in Kontrolliberstande festgestellt werden (Abb. 4.18, B). Das Fusionsprotein ist
folglich nicht nur in der Lage Paclitaxel zu binden, sondern kann auch eine

Paclitaxel-induzierte proinflammatorische Reaktion in vitro kompetitiv hemmen.

4.2.2 Untersuchung zur Bindung der LPS-Trap an Adenoviren

Fiur die Isolierung rekombinanter Adenoviren kdnnen neben der Reinigung
Uber einen CsCl-Gradienten auch chromatographische Methoden verwendet werden.
Hierfur nutzt man adsorbierende Membranen, die selektiv an adenovirale Partikel
binden. In Folge der Reinigung der Ad-LPS-Trap-Fc-Partikel aus QBI293A-Zellen
und Uberstanden mit Hilfe derartiger Membranen wurden im Gegensatz zu Ad-B-Gal-
Partikeln nur zehn Prozent der erwarteten Virentiter erzielt. Da die Interaktion dreier
Virenstdamme (RSV, VSV und MMTV) [130-132] mit TLR4 beschrieben ist, sollte
untersucht werden, ob das Fusionsprotein Adenoviren mdglicherweise durch

Bindung an Hullproteine fir die adsorbierenden Membranen maskiert.
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Abb. 4.19: Immunprézipitation von adenoviralen Zelliberstéanden

Ad-B-Gal-haltige Uberstande wurden mit 0,1, 0,5 und 1,0 pg/ml LPS-Trap-His (Spur 1, 2, 3) inkubiert.
Das Fusionsprotein wurde mit Anti-Flag Agarose immunprazipitiert und im SDS-Gel aufgetrennt. Die
Detektion erfolgte durch einen Anti-Adenovirus Antikdrper. Zum Vergleich wurden Kontrollprazipitate
unbehandelter Uberstiande (Spur 4-6) und direkt aufgetragener Uberstand (Spur 7) verwendet
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Um die Interaktion adenoviraler Partikel mit dem Fusionsprotein zu prifen,
wurden Ad-B-Gal-haltige QBI293A-Uberstande mit gereinigter LPS-Trap-His inkubiert
und anschlieBend das Protein mit Anti-Flag Agarose gefallt. Als Kontrolle wurde die
Immunprazipitation parallel in den entsprechenden Uberstanden ohne LPS-Trap-His
durchgefuhrt. Nach der Auftrennung der Prazipitate erfolgte die Detektion
gebundener Viren durch einen gegen adenovirale Oberflachenproteine gerichteten
Antikdrper im Western Blot. Das Bandenmuster der Prazipitate LPS-Trap-His
inkubierter Uberstande zeigte aber keine Unterschiede zu den Kontrollen (Abb. 4.19).
Eine Bindung der LPS-Trap an adenovirale Oberflachenproteine konnte somit nicht

nachgewiesen werden.

4.2.3 Interaktion der LPS-Trap mit High-mobility group box 1 protein

Die Funktion des High-mobility group box 1 protein (HMGB1) wurde
ursprunglich auf die Rolle als transkriptionsregulierender Faktor begrenzt. Inzwischen
ist aber bekannt, dass das Protein dartber hinaus Zytokin-&hnliche Eigenschaften
besitzt. So wurde HMGB1 als Spéatmediator von entzindlichen Reaktionen
identifiziert [133] und spielt daher eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Sepsis
und chronischer Krankheiten [134]. Neben dem receptor for advanced glycation end-
products (RAGE) werden auch TLR4 und TLR2 als verantwortliche Rezeptoren flr
die Signaltransduktion diskutiert [135; 136]. In Koimmunprazipitationsexperimenten
sollte nun herausgefunden werden, ob HMGBL1 an die LPS-Trap bindet.

Gereinigte LPS-Trap-His (1pg/ml) wurde 1 h zusammen mit rekombinantem
HMGB1 (1 pg/ml) in PBS plus FCS 10% inkubiert. Nach der Fallung der LPS-Trap-
His Uber Anti-Flag Agarose wurde das Préazipitat durch eine SDS-PAGE aufgetrennt.
Die Bande von HMGB1 mit etwas tber 30 kDa konnte im Anti-HMGB1 Western Blot
identifiziert werden (Abb. 4.20, Spur 4). Die Interaktion mit der LPS-Trap-His liel3 sich
durch eine Koinkubation mit LPS (1pg/ml) vollstandig aufheben (Abb. 4.20, Spur 5).
Da die Verdrangung von HMGB1 durch einen vergleichsweise geringen molaren
Uberschuss an LPS (2:1) gelang, ist davon auszugehen, dass die Affinitat der LPS-
Trap zu LPS deutlich groRBer als zu HMGBL1 ist. Die gleichermal3en in der
Negativkontrolle (Abb. 4.20, Spur 6) zu erkennenden Banden bei 55 kDa und 25 kDa
rihrten von der schweren und leichten Kette des Anti-Flag-M2 Antikorpers her.
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Abb. 4.20: HMGB1 bindet LPS-Trap-His

1 pg/ml LPS-Trap-His wurde mit den angegebenen Kombinationen von Biotin-LPS und HMGBL1 in
PBS/FCS 10% inkubiert. Die Fallung erfolgte entweder mit Streptavidin Sepharose (Spur 2, 3) oder
Anti-Flag Agarose (Spur 4-6). Die Prazipitate wurden im Anti-Flag (Spur 1-3) oder Anti-HMGB1
Western Blot analysiert. In Spur 1 wurde die LPS-Trap-His als Positivkontrolle direkt auf das SDS-Gel
aufgetragen.

4.2.4 Untersuchungen uber Bindung von Fettsauren an TLR4/MD-2

Die Verbindung zwischen Entzindung und Diabetes gilt inzwischen als
unumstritten. So wird Adipositas als ein Zustand chronischer, geringgradiger
Entziindung betrachtet [137; 138]. Die Art und Weise der Zusammenhange ist noch

nicht vollstandig geklart, TLR4 scheint aber eine Schlisselrolle zu spielen [139].

42.4.1 Keine direkte Assoziation von *C-Ol- und Stearinséaure an der LPS-
Trap-His

Stearin- und Olsaure beeinflussen die Resistin- und MCP-1 Sekretion in
differenzierten 3T3-L1 Adipozyten. Diese Effekte sind uUber den TLR4 Signalweg
vermittelt [140]. Ob eine direkte Bindung der Fettsduren an TLR4/MD-2 fiur diese
Effekte verantwortlich ist, sollte Uber Fettsdure-Bindungsassays geklart werden.

Die LPS-Trap-His wurde mit Anti-Flag Agarose aus S2-Uberstanden gefallt
und mit **C-markierter Ol- bzw. Stearinséaure 2 h in PBS/FCS 20% inkubiert. Fur die
Verdrangungsreaktion wurde die Halfte der Proben mit einem 100-fachen molaren
Uberschuss der entsprechenden kalten Fettséaure versetzt. Uber

Szintillationsmessungen konnte anschlieend die Menge gebundener Fettsaure
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bestimmt werden. Weder Stearin- noch Olséure zeigten in Konzentrationen von 1 M
und 10 uM eine spezifische Bindung an die LPS-Trap-His (Abb. 4.21, unten).

Parallel wurde ein Fettsdure-LPS-Verdrangungs-Assay durchgefihrt.
Uberstande von LPS-Trap-His S2-Transfektanden wurden mit 0,5 ug/ml Biotin-LPS
in Gegenwart eines 100-fachen molaren Uberschusses der angegebenen Fettsauren
in PBS plus FCS 20% 1 h inkubiert. Nach der Fallung mit Streptavidin Sepharose
wurden die Prazipitate Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und im Anti-Flag Western Blot
analysiert. Auch hier waren sowohl Stearin- (Spur 3) als auch Olsaure (Spur 4) nicht
in der Lage, das biotinylierte LPS aus seiner Bindung zu verdrangen, da die LPS-

Trap-His weiterhin durch das biotinylierte LPS koimmunprazipitiert wurde (Abb. 4.21).
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Spezifische Bindung 1uM 0,25 -0,32
“C-Fettsiuren (%) 10uM -1,95 -0,07

IP: Streptavidin WB: Anti-Flag

Abb. 4.21: Fettsaure-Verdrangungs-Assays mit der LPS-Trap-His

Western Blot: LPS-Trap-His-haltige S2-Uberstande wurden mit biotinyliertem LPS alleine (Spur 1)
oder in Gegenwart eines 100-fachen molaren Uberschusses an Stearin- (Spur 3) bzw. Ols&aure (Spur
4) inkubiert. Die LPS/Fusionsprotein-Komplexe wurden uber Streptavidin immunprazipitiert und die
Prazipitate im Anti-Flag Western Bot analysiert. Préazipitate aus unbehandelten Uberstanden dienten
als Negativkontrolle (Spur 2)

YC-Fettsaure-Bindungs-Assay: Anti-Flag Agarose Prazipitate der LPS-Trap-His wurden mit **C-
markierter Stearin- (Spur 3, unten) bzw. Olsdure (Spur 4, unten) alleine oder in Gegenwart eines 100-
fachen molaren Uberschusses an kalter Fettsaure in PBS plus FCS 20% inkubiert. Die Menge an
gebundener Fettsdure wurde im Szintillationsmessgerat bestimmt. Als spezifische Bindung wurde
definiert: (gebundene *C (cpm) — gebundene **C mit Uberschuss kalter Fettsaure (cpm)) x 100 % /
total eingesetzte **C (cpm).

4.2.4.2 Untersuchungen mit weiteren Fettsauren

Neben der Stearin- und Olsaure sollten noch weitere Fettsauren auf die
direkte Interaktion mit TLR4/MD-2 Uberpruft werden. Da die Verwendung von
radioaktiven Fettsauren zwar sensitiver ware, aber hohen Aufwand und Kosten
verursacht hatte, sollte bei diesen Experimenten die Verdrangung von LPS durch die
Fettsduren untersucht werden. Die Verdrangungsexperimente wurden analog zu

4.2.4.1 durchgefuhrt. Auch hier zeigte sich bei keiner der untersuchten Fettsauren
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eine erkennbare Verdrangung des Biotin-LPS aus seiner Bindungstasche (Abb. 4.22

A).
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Abb. 4.22: Bindungsassay der LPS-Trap-His mit Fettséduren

(A) Uberstande LPS-Trap-His produzierender QBI293A-Zellen wurden mit Biotin-LPS alleine (Spur 1)
oder in Gegenwart eines 100-fachen molaren Uberschusses an unmarkiertem LPS (Spur 2) bzw.
eines 1000-fachen molaren Uberschusses der angegebenen Fettsauren (Spur 3-11) inkubiert. Das
LPS wurde durch Streptavidin Sepharose immunprazipitiert, die Préazipitate durch SDS-PAGE
aufgetrennt und gebundene LPS-Trap-His im Anti-Flag Western Blot detektiert.
(B) LPS-Trap-His wurde in Anti-Flag Antikdrper beschichteten Platten fixiert und mit Biotin-LPS alleine
(Nr.1) oder in Gegenwart eines 100-fachen molaren Uberschusses an unmarkiertem LPS (Nr.2) bzw.
eines 1000-fachen molaren Uberschusses an den angegebenen Fettsauren (Nr.3-11) inkubiert.
Gebundenes LPS wurde Uber Streptavidin-HRP detektiert und nach chromogener Reaktion im ELISA-
Reader bei einer Wellenldnge von 450-540 nm quantifiziert.* p<0,05 im Vergleich zu Nr.1,
Varianzanalyse: Kruskal-Wallis-Test, Post-Hoc Analyse: Tukey-Test, n=8
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Fur eine genauere Quantifizierung der Bindung wurde der LPS-Bindungs-
ELISA herangezogen und zu einem Kompetitions-ELISA modifiziert. LPS-Trap-His
wurde Uber einen Anti-Flag Antikorper auf eine ELISA-Platte fixiert und mit Biotin-
LPS in Anwesenheit eines Uberschusses an den genannten Fettsauren inkubiert. Die
Detektion des gebundenen LPS erfolgte daraufhin (ber HRP-gekoppeltes
Streptavidin. In Gegenwart der Fettsauren zeigte das LPS-Biotin bei allen
untersuchten Proben eine tendenziell schwéchere Bindung an die LPS-Trap-His. Mit
Ausnahme der Linolsdure erreichten diese Unterschiede aber keine statistische
Signifikanz (Abb. 4.22, B Nr.11). Eine vollstandige Verdrangung des biotinylierten
LPS war aber nur durch einen 100-fachen Uberschuss an unmarkierten LPS mdglich
(Abb. 4.22 B, Nr. 2). Letztlich zeigte keine der untersuchten Fettsauren eine
anndhernd hohe Aviditat zu TLR4/MD-2 wie LPS.

4.3 LPS-Trap-Fc als Opsonin

Durch die Anlagerung spezieller Proteine, den sogennanten Opsoninen, an
die Oberflache von Pathogenen kénnen diese durch das Immunsystem erkannt und
MalRnahmen zu deren Beseitigung eingeleitet werden. Dieser Vorgang wird als
Opsonisierung bezeichnet. Typische Beispiele fiur Opsonine sind Antikorper,
Komplementfaktoren oder das C-reaktive Protein. Antikorper erfullen als
bifunktionelle Molekile eine Art Brickenfunktion zwischen Pathogen und Phagozyt:
wahrend z.B. der variable Teil eines Antikdrpers an das Antigen bindet, interagiert
die Fc-Region mit Fc-Rezeptoren auf Makrophagen oder Neutrophilen. Die
Aktivierung dieser Rezeptoren bewirkt eine wesentlich effektivere Phagozytose und
Eliminierung. Ferner fuhrt die Anlagerung eines Antikérpers an Oberflachen zur
Aktivierung des Komplementsystems und von NK-Zellen. Diese Prozesse werden als
complement dependent cytotoxicity (CDC) bzw. antigen dependent cell cytotoxicity
(ADCC) bezeichnet.

Durch die Dimerisierung Uber ein humanes IgG1-Fc Fragment besitzt die LPS-
Trap-Fc theoretisch die Fahigkeit als Adapter zwischen Pathogen und Phagozyt im
Sinne eines Antikorpers zu wirken. Im Folgenden soll daher die Fahigkeit der LPS-

Trap-Fc, Gram-negative Bakterien zu opsonisieren, beschrieben werden.
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4.3.1 Klonierung der LPS-Trap-lgG-Varianten

Humanes IgG wird abhangig von der natirlichen Konzentration im humanen
Serum in vier Isotypen (IgG1-4) eingeteilt [141]. Diese Subklassen sind zu 95% in
ihrer Aminosauresequenz identisch und unterscheiden sich hauptsachlich in der
Gelenkregion des Fc-Fragments [142]. Dies fihrt zu unterschiedlich starken
biologischen Aktivitdten. So nimmt die Opsonisierungs-Aktivitat in Abh&angigkeit von
der Affintat zu den Fcy-Rezeptoren in folgender Reihenfolge ab:
IgG1>1gG3>>1gG4>IgG2. Die  Aktivitat der CDC verhalt sich  &ahnlich:
1gG3>1gG1>>IgG2>>IgG4 [143]. Um den tatsachlichen Einfluss der LPS-Trap-Fc auf
die Phagozytose und Komplementaktivierung moéglichst exakt darzustellen, wurden

zunachst Konstrukte der verschiedenen Isotypen von IgG kloniert.

43.1.1 LPS-Trap-Fcl

Die Klonierung der LPS-Trap-Fcl in pIRESneo3 wurde bereits im Abschnitt
4.1.1.3.1 dargestellt.

4312 LPS-Trap-Fc2

Die Fc-Region von humanem IgG2 wurde per PCR mit den IgG2 spezfischen
Primern (9) und (10) amplifiziert und in den Vektor pCR-Blunt [I-TOPO subkloniert.
Durch die Primer wurde sowohl am 5°-Ende als auch am 3'-Ende eine Agel-
Restriktionsenzymschnittstelle eingefuhrt. Die 1gGl-Fc-Sequenz wurde aus dem
Vektor pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc durch einen Restriktionsverdau mit Agel
herausgeschnitten und die Schnittstellen dephosphoryliert. Anschliel3end konnte das
mit Agel verdaute IgG2-Fc-Fragment aus pCR-Blunt 1I-TOPO in den
Expressionsvektor kloniert werden.

Um die Expression in Saugerzellen zu erméglichen, wurde die LPS-Trap-Fc2
Sequenz aus pMT/Hygro durch die Restriktionsenzyme Notl und Pmel
herausgeschnitten und in den Expressionsvektor p3xFlag-CMV-8 kloniert.

Fir die stabile Transfektion von S&ugerzellen wurde die LPS-Trap-Fc2
zusatzlich in den Vektor pIRES/neo3 kloniert. Hierbei wurde analog zur Klonierung
der LPS-Trap-Fcl in pIRES/neo3 vorgegangen (siehe 4.1.1.3.1).
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4.3.1.3 LPS-Trap-Fc3 und -Fc4

Fur die Klonierung der LPS-Trap-Fc3 und —Fc4 wurde der TLR4/MD-2-Teil der
LPS-Trap tber eine PCR mit den Primern (5) und (6) aus dem Templat LPS-Trap-Fc
in  p3xFlag-CMV-8 amplifiziert und zusétzlich eine 5- und 3- BamHI-
Schnittstellensequenz eingeflgt. Das PCR-Produkt wurde anschlielend mit dem
Enzym BamHI, die Vektoren pFUSE-hIgG3-Fc2 bzw. pFUSE-hIgG4-Fc2 mit Bglll
verdaut und dephosphoryliert. Da BamHI und Bglll identische Uberhange aber
unterschiedliche Erkennungssequenzen besitzen, konnte das PCR-Produkt unter
Verlust der Schnittstellen in die Zielvektoren eingefligt werden.

Weil fur die Versuche mit Saugerzellen ein einheitliches Protokoll angestrebt
wurde, wurden die Fusionsproteine in den Vektor p3xFlag-CMV-8 umkloniert. Hierfur
wurden pFUSE/LPS-Trap-Fc3 und —Fc4 mit Nhel und p3xFlag-CMV-8 mit Xbal
verdaut und anschlieBend die 5-Uberhdnge mittels Klenow-Fragment durch die
entsprechenden Nukleotide aufgefullt. Der zweite Verdau erfolgte mit Notl. Die LPS-
Trap-Fc3 bzw. -Fc4 konnte dadurch gerichtet in p3xFlag-CMV-8 kloniert werden.

Die Klonierung in den Vektor pIRES/neo3 erfolgte wiederum analog zu
4.1.1.3.1.

4.3.2 Expression der LPS-Traps-Fcl-4

Fur die Produktion der LPS-Traps-Fcl-4 wurde zunachst die Zelllinie
HEK293T gewahlt. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Konstrukten in p3xFlag-
CMV-8 transient transfiziert und nach 60 h die Zelliberstande auf die Anwesenheit

der Fusionsproteine untersucht.

LPS-Trap- LPS-Trap-
185 kDa Fc1 Fc2 Fc3 Fc4d Fc1 Fc2 Fc3 Fc4
-
115 kDa—
80 kDa —
65 kDa—
WB: Anti-hlgG-Fc Anti-Flag

Abb. 4.23: Expression der LPS-Trap in HEK293T-Zellen

Uberstande von transient mit der LPS-Trap-Fc1, -Fc2, -Fc3 oder —Fc4 transfizierten HEK293T-Zellen
wurden unter reduzierenden Bedingungen durch eine SDS-PAGE analysiert. Die I6slichen Proteine
wurden im Anti-hlgG-Fc und im Anti-Flag Western Blot Uberprift.
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Nach der Auftrennung im Polyacrylamidgel konnten sowohl im Anti-hlgG-Fc
als auch im Anti-Flag Western Blot die Fusionsproteine bei ca. 140 kDa identifiziert
werden (Abb. 4.23).

4.3.3 Nachweis der LPS-Bindung an den LPS-Traps-Fc1-4

Um die Bindung von LPS an den jeweiligen neuen Fc-Konstrukten zu
uberpriifen, wurde ein ,LPS-Pull-down* Assay durchgefiihrt. Jeweils 2 ml Uberstand
wurden mit 0,5 pg/ml biotinyliertem LPS versetzt. AnschlieRend erfolgte die
Immunpréazipitation des biotinylierten LPS durch Streptavidin Sepharose. Im Anti-
Flag Western Blot konnten die Konstrukte bei ca. 140 kDa detektiert werden Abb.
4.24, Spuren 1, 5, 9, 13). Die Kontrolle ohne biotinyliertes LPS zeigte diese Bande
nicht (Abb. 4.24, Spuren 3, 7, 11, 14).

Trap-Fc1 Trap-Fc2
Blotin-LPS + + - + + + - +
100x LPS - - - + - - - +
Anti-mTLR4/MD-2 - + - - - +
185 kDa —
@ =~ W
115kDa —
80kDa —
1 2 3 4 5 6 7 8
Trap-Fc3 Trap-Fo4
Blotin-LPS + + + + + - +
100x LPS + +
Anti-mTLR4/MD-2 + +
185 kDa —
. ld
115kDa —
80kDa —
9 10 1" 12 13 14 15 16

Abb. 4.24: Nachweis der Bindung von LPS an die LPS-Traps-Fc1-4

Uberstande mit LPS-Trap-Fc1-4 Expressionsvektoren stabil transfizierter QBI293A-Zellen wurden mit
biotinyliertem LPS inkubiert. Zusatzlich wurden einige Proben vor der Inkubation noch mit einem
Uberschuss an unmarkierten LPS bzw. einem monoklonaler Antikorper gegen den TLR4/MD-2
Komplex versetzt. Die Komplexe wurden mit Streptavidin Sepharose immunprazipitiert und im
Western Blot mit einem Anti-Flag-Antikorper detektiert.
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Wurde der Uberstand mit einem Anti-TLR4/MD-2 Antikérper vorbehandelt,
konnte die Bindung von LPS an die LPS-Trap-Fc verhindert werden. (Abb. 4.24,
Spuren 2, 6, 8, 10). Da der Antikérper spezifisch mit dem TLR4/MD-2 Komplex
interagiert, erfolgte die Bindung des LPS” durch die Fusionsproteine tatsachlich
durch den gesamten TLR4/MD-2 Komplex. Wurden die Uberstande vor dem ,LPS-
Pull-down® mit 50 pg/ml unmarkiertem LPS versetzt, war ebenfalls keine LPS-Trap
nachweisbar (Abb. 4.24, Spuren 4, 8, 12, 16). Diese Verdrangungsreaktionen
belegten, dass das biotinylierte LPS tatsachlich an die LPS-Bindungstasche aller
LPS-Trap-Fc-Varianten bindet.

4.3.4 Uberprifung der biologischen Aktivitat der LPS-Traps-Fc1-4

Im nachsten Schritt sollten die neutralisierenden Eigenschaften der LPS-
Traps-Fcl-4 in vitro getestet werden. Hierfir wurde wiederum auf das Transwell-
Modell zurlckgegriffen, um die Fusionsproteine in einer mdglichst nativen Form

einzusetzen (siehe 4.1.2.3).

1200

LPS 100 ng/ml

1000 - R LPS 10 ng/ml

800 - % ° . °

600

IL-6 (pg/ml)

400 - .
. *
200 - * ; i ! °

T T T T T T T T T T
CMV-8 Fc1 Fc2 Fc3 Fc4 CMV-8 Fc1 Fc2 Fc3 Fc4

Abb. 4.25: LPS-Traps-Fc1-4 hemmen die LPS induzierte IL-6 Produktion in vitro

HEK293T-Zellen, transfiziert mit LPS-Trap-Fcl-4 oder Kontrollvektor (CMV-8), wurden in 24-well
Platten ausgesat und mit in Transwells befindlichen MM6 Zellen koinkubiert. Nach 48 h wurden die
Zellen mit 10 ng/ml (links) bzw. 100ng/ml (rechts) LPS Uber Nacht stimuliert. Die IL-6-Konzentration im
Uberstand wurde anschlieRend per ELISA vermessen. * p<0,001 (Mann-Whitney-U-Test), n=8

HEK293T-Zellen wurden mit den jeweiligen Konstrukten in p3XFlag-CMV-8

Expressionsvektoren transfiziert und 8 h spater in 24-well Platten ausgesat. Mit



Ergebnisse 83

MM6-Zellen beladene Transwells wurden eingesetzt und die beiden Zelllinien 48 h
kokultiviert. Daraufhin erfolgte die Stimulierung mit 10 ng/ml bzw. 100 ng/ml LPS
uber Nacht und die Messung der IL-6-Konzentration im Uberstand mittels ELISA.
LPS-stimulierte MM6, die mit LPS-Trap-Fc transfizierten HEK293T kokultiviert
wurden, zeigten eine signifikant geringere IL-6 Sekretion verglichen mit jenen, die mit
kontrolltransifizierten HEK293T koinkubiert wurden (Abb. 4.25). Alle Varianten der
LPS-Trap-Fc hemmten somit eine durch LPS hervorgerufene proinflammatorische

Reaktion in vitro.

4.3.5 Bindung der LPS-Trap an Bakterien

Nachdem die Eigenschaften der neu konstruierten LPS-Traps-Fc1-4 in Bezug
auf LPS-Bindungsfahigkeit und biologische Aktivitat tberprift worden waren, sollte in
weiteren Schritten festgestellt werden, ob die Fusionsproteine an Gram-negative

Bakterien binden.

4.3.5.1 Assoziation der LPS-Trap-His an E. coli

Fur die Bindungsstudien der LPS-Trap wurde zunachst die LPS-Trap-His
verwendet, da diese auch in gereinigter, konzentrierter Form aktiv ist. Hierfur wurde
das Fusionsprotein in einer Konzentration von 25 pg/ml mit 5x10° CFU/ml E. coli K12
1 h bei RT inkubiert. Als Kontrolle fungierte das 6xHis- und Flag-Peptid markierte
l6sliche IL-1 Rezeptor akzessorische Protein (soluble IL-1 receptor accessory
protein, Flag-sAcP) in einer Konzentration von 100 pg/ml. Dem Bindepuffer wurde
noch 10% FCS zugesetzt, um einerseits eine unspezifische Bindung zu verhindern,
andererseits durch enthaltene Lipotransferasen eine moégliche Bindung der LPS-Trap
an LPS zu vermitteln. Nach der Farbung der Bakterien mit einem Anti-Flag-FITC-
Antikorper konnte in durchflusszytometrischen Messungen eine robuste Bindung der
LPS-Trap an Bakterien festgestellt werden (Abb. 4.26, A). Wurde die LPS-Trap-His
zuvor mit einem Uberschuss an LPS (100 pg/ml) geblockt, war nur noch eine
schwache Erh6hung der Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrolle messbar (Abb. 4.26,
A). Die Bindung an Bakterien erfolgte also Uber die LPS-Bindungstasche. Die
Inkubation der Bakterien mit steigenden Konzentrationen (5 pg/ml, 20pg/ml, 50pg/ml)
an LPS-Trap fuhrte zu einer dosisabhangigen Erhohung der Fluoreszenz (Abb. 4.26,
B). Folglich besitzt die LPS-Trap zumindest in relativ hohen Konzentrationen die

Fahigkeit, an die Oberflache Gram-negativer Bakterien zu binden.
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Abb. 4.26: LPS-Trap bindet an Escherichia coli

E. coli K12 Bakterien (5x106 CFU/ml) wurden 1 h mit 25 pg/ml (A) oder mit 5 pg/ml, 20 pg/ml oder 50
pa/ml LPS-Trap-His (B) (durchgezogene Linie) oder 100pg/ml sAcP (grau gefillt) in PBS plus FCS
10% bei RT inkubiert. In (A) wurde die LPS-Trap noch zusétzlich mit 100 pg/ml LPS (gepunktete Linie)
vorbehandelt. Die LPS-Trap-Bindung wurde mit Hilfe eines Anti-Flag-FITC-Antikoérpers detektiert. Die
Quantifizierung der Bindung erfolgte mittels Durchflusszytometrie im Fluoreszenzkanal 1 (FL1, grun).

4.3.5.2 Spezifische Bindung der LPS-Trap-Fc an Gram-negative Bakterien

In den folgenden Experimenten sollte geklart werden, ob neben der LPS-Trap-
His auch ihre IgG-Fc-Chiméren an die Bakterienoberflache binden. Hierfir konnten
auf Grund des Aktivitatsverlustes der LPS-Trap-Fc nach der Reinigung (siehe
4.1.2.2) ausschlieB3lich Zelliberstande verwendet werden.

Fur die Uberprifung der Bindung wurde 1 ml LPS-Trap-Fcl-haltige
Uberstande von stabil transfizierten QBI293A mit 5x10° CFU hitzeinaktivierten E. coli
K12 oder den Gram-positiven Stammen S. aureus (ATCC 6538) bzw. B. subtilis
(ATCC 6638) 1 h bei RT inkubiert. Als Negativ-Kontrollen wurde FCS-haltiges
Medium (DMEM) entweder alleine oder zusatzlich mit 100 pg/ml Flag-sAcP
verwendet. Nach der Farbung mit einem Anti-Flag-FITC mAb wurden die Ansétze
wiederum mittels Durchflusszytometrie vermessen. Analog zur LPS-Trap-His liel3
sich eine Bindung an der Oberflache von E. coli nachweisen (Abb. 4.27, linkes
Histogramm). Die vergleichsweise geringe Zunahme der Fluoreszenzaktivitat
gegeniber 4.3.5.1 ist mit den deutlich geringeren Konzentrationen der LPS-Trap-Fc

in ZellUberstanden zu erklaren.
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Abb. 4.27: LPS-Trap-Fc1 bindet an Escherchia coli und Staphylococcus aureus

5x10° CFU/mI an E. coli (rot), S. aureus (blau) oder B. subtilis (griin) wurden 1 h bei RT mit LPS-Trap-
Fc1-haltigen Uberstanden inkubiert. Als Kontrollen dienten DMEM plus 10% FCS (gepunktete Linie)
bzw. DMEM plus 10% FCS plus 100 pg/ml Flag-sAcP (durchgezogene Linie). Die Detektion erfolgte
durchflusszytometrisch nach Farbung mit einem Anti-Flag-FITC-Antikdrper im Fluoreszenzkanal 1
(FL1, grin)

Die beste Bindung der LPS-Trap-Fc zeigte sich an den Gram-positiven
Stamm S. aureus, dessen Zellwand kein LPS enthalt (Abb. 4.27, mittleres
Histogramm). Dieses zuné&chst Uberraschende Ergebnis lasst sich mit dem auf der
Zelloberflache von S. aureus befindlichen Protein A erklaren. Dieses Protein verhilft
S. aureus, der Opsonisierung durch Antikorper zu entkommen, indem es
Wirtsantikbrper an deren Fc-Domane bindet und fur die Fc-Rezeptoren der
Phagozyten maskiert. Die Bindung an S. aureus kann daher als Positiv-Kontrolle fur
eine Oberflachenassoziation mit relativ hoher Affinitat betrachtet werden. In den
Ansatzen mit B. subtilis zeigte sich hingegen keine Erhoéhung der
Fluoreszenzintensitat (Abb. 4.27, rechtes Histogramm). Die Bindung der LPS-Trap-
Fc ist folglich spezifisch fur Gram-positive Bakterien.

Die Assoziation der LPS-Trap-Fc mit der bakteriellen Oberflache sollte noch in
einem weiteren System Uberprift werden. Hierfir wurde ein ,bakterieller ELISA"
etabliert. Lebendige Bakterien wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur in eine
hochbindende ELISA-Platte (5x10° CFU/well) ausplattiert und fungierten somit als
~Fang-Antikorper® fur die eingesetzten LPS-Trap-Fcl-haltigen Zelliberstdnde. Ein
Teil dieser Uberstande wurde tiber Nacht bei 4°C mit 10 pug/ml LPS versetzt, um die
LPS-spezifische Bindung an der Bakterienoberflache zu bestatigen. Als Kontrolle fur

die Bakterienspezifitat dienten B. subtilis bzw. flr die Proteinspezifitat mit Flag-sAcP
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(10 pg/ml) versetztes Medium (DMEM 10%). Fur die Detektion der LPS-Trap-Fcl
wurde ein Anti-Flag-HRP-gekoppelter Antikorper verwendet. Hier zeigte sich
deutlicher als bei den durchflusszytometrischen Messungen, dass die LPS-Trap-Fcl
spezifisch an die Oberflache Gram-negativer Bakterien bindet und sich diese
Bindung durch Vorinkubation mit LPS fast vollstandig verhindern lasst (Abb. 4.28, A).

In einer weiteren Versuchsreihe wurden ELISA-Platten mit steigenden
Konzentrationen an E. coli beschichtet. Durch die Titration der Bakterien konnte
dargestellt werden, dass die Menge an gebundener LPS-Trap-Fcl allein von der
Anzahl der adsorbierten Bakterien abhangt (Abb. 4.28, B). Flag-sAcP zeigte bei einer
Bakterienkonzentration von 2x10® CFU/mI keine Bindung (Daten nicht gezeigt). Die
Assoziation der LPS-Trap mit bakteriellen Oberflachen beruht somit ausschlie3lich
auf der aul3eren Struktur der Gram-negativen Zellwand bzw. auf der Anwesenheit
von LPS, wahrend unspezifische Bindung der Fusionsproteine an Gram-positive
Bakterien oder an die hochbindende Oberflache der ELISA-Platten ausgeschlossen

werden konnte.
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Abb. 4.28: LPS-Trap-Fcl bindet spezifisch und dosisabhéangig an Gram-negative Bakterien

(A) Lebendige E. coli bzw. B. subtilis wurden in einer Konzentration von 5x10° CFU/mI auf ELISA-
Platten prapariert. Die beschichteten Platten wurden 2 h mit LPS-Trap-Fcl (Trap-Fc), mit LPS (10
pg/ml)  vorgeblockter LPS-Trap-Fcl (Trap-Fc+LPS) oder mit Flag-sAcP-haltigen (Kontrolle)
Zelliberstanden inkubiert. An adsorbierte Bakterien gebundene LPS-Trap-Fcl wurde mittels ELISA
Uber einen Anti-Flag-HRP-Antikdrper detektiert. * p<0,001, Mann-Whitney-U-Test, n=8

(B) Eine ELISA Platte wurde mit lebendigen E. coli in 2-fach Verdinnungen beschichtet und mit LPS-
Trap-Fcl-haltigen Uberstanden inkubiert. Die Menge gebundener LPS-Trap-Fc1 wurde mittels ELISA
Uber einen Anti-Flag-HRP-Antikdrper bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte plus bzw. minus SD von
Quadruplikaten einer Extinktionsmessung bei den Wellenlangen 450-540 nm
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4.3.5.3 Die LPS-Trap-Fc besitzt keinen bakteriziden Effekt auf Gram-negative

Bakterien

Uber den Mechanismus der Bindung der LPS-Trap-Fc an die Zellwand Gram-
negativer Bakterien konnten mit den vorhandenen Mitteln nur Vermutungen
angestellt werden. Es stellte sich die Frage, ob durch das Fusionsprotein die
Membranintegritat beschadigt oder zerstért wird. Das polykationische, amphiphile
Antibiotikum Polymyxin B besitzt durch seine Interaktion mit sauren Phospholipiden
der aulleren Membran eine bakterizide Wirkung auf viele Gram-negative Stdmme
[144]. Um einen potentiellen direkten bakteriziden Effekt auf Gram-negative
Bakterien zu Uberpriifen, wurden E. coli K12 in einer Konzentration von 2,5x10’
CFU/ml 1 h bei 37°C mit LPS-Trap-Fcl oder T2/6-Fc-haltigen konzentrierten
ZellUberstanden inkubiert und die Bakterien anschlie3end abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in LB-Medium aufgenommen und das Wachstum anhand der Trubung des
Mediums zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Hierbei konnte kein
Unterschied in der Wachstumsrate der LPS-Trap-Fcl behandelten Bakterien
gegeniber den Kontrollen festgestellt werden (Abb. 4.29). Das Fusionsprotein besitzt
demnach keinen direkten bakteriziden Eigenschaften gegen Gram-negative
Bakterien.

2,5

2,0 A

OD6OOnm

0,5 A

0,0

Abb. 4.29: LPS-Trap-Fc besitzt keinen direkten Einfluss auf das Wachstum von E. coli

E. coli K12 wurden 1 h bei 37°C mit LPS-Trap-Fcl (durchgezogene Linie) oder T2/6-Fc-haltigen
(gepunktete Linie) Zelliberstanden opsonisiert und anschlieBend in LB-Medium bei 37°C kultiviert.
Das Bakterienwachstum wurde zu den angegebenen Zeitpunkten Uber die Extinktion des
Kulturmediums bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Die Datenpunkte stellen Mittelwerte von
Quadruplikaten plus bzw. minus SD dar.
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4.3.6 Modulierung der Phagozytoseaktivitat

Fur die Phagozytoseaktivitat Antigen-bedeckter Partikel zeigen sich in erster
Linie die Fc-Rezeptoren von Makrophagen, Neutrophilen und Dendritischen Zellen
verantwortlich. Fc-Rezeptoren binden zwar monomere Antikorper, die
Signaltransduktion fur Endozytose, Phagozytose und Abbau aufgenommener
Partikel wird aber nur durch Rezeptorvernetzung ausgelost [145]. Mit der
nachgewiesenen Bindung der LPS-Trap-Fc an bakterielle Oberflachen ist die
Grundvoraussetzung fur eine mogliche Beeinflussung der Phagozytose erfillt.
Weitere Untersuchungen mit der LPS-Trap-Fc sollten nun aufzeigen, ob das
Fusionsprotein tatsachlich opsonisierende Eigenschaften tber sein IgG-Fc Fragment

entwickelt.

4.3.6.1 Einfluss der LPS-Trap-Fcl auf die Phagozytoseaktivitat

Zunéchst sollte der Einfluss der LPS-Trap-Fc im zeitlichen Verlauf der
Phagozytose untersucht werden. Als Phagozyten wurde die monozytische Zelllinie
MM6 gewahlt, um von Primarzellen unabhangig zu sein und besser reproduzierbare
Ergebnisse zu erreichen. MM6 besitzen gegeniiber anderen monozytischen Zelllinien
den Vorteil, Uber viele Charakteristika von reifen Monozyten zu verfiigen und sowohl
Fcy-RI als auch Fcy-RIl in zu Primarmonozyten vergleichbarer Konzentration auf der
Oberflache zu tragen [146; 147].

5x10° fluoreszierende E. coli Partikel wurden 1 h bei 37°C mit LPS-Trap-Fc1-
haltigen Uberstanden inkubiert. Als Kontrolle wurde Zellkulturmedium mit 10 pg/ml
humanem IgG versetzt. Die Partikel wurden nach mehrmaligem Waschen mit 5x10°
MM6-Zellen in HBSS plus 0,5% HSA versetzt, so dass ein Verhaltnis von Partikeln
zu Phagozyt von 10 zu 1 vorlag. Die Ansatze wurden uber die angegebenen
Zeitspannen bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von NaNsz und
KlUhlung auf Eis gestoppt. Um die Menge der an der Zelloberflache haftenden
Bakterien zu erfassen, wurden mit NaNj inaktivierte MM6 mit nicht opsonisierten
Partikeln auf Eis inkubiert und jeweils als Negativkontrolle miterfasst. Die LPS-Trap-
Fcl vorbehandelten Partikel fihrten in einem Zeitrahmen von 60 min zu einer
hoheren Phagozytoserate als die mit higG inkubierten Bakterien (Abb. 4.30, A). Der
Effekt der Fusionsproteine zeigte sich zwischen 10 und 20 min besonders deutlich.
So erreichte die Phagozytose von LPS-Trap-Fcl opsonisierten Partikeln nach 20 min
bereits ihren Hohepunkt, wahrend das Maximum fur die Kontrollpartikel zumindest
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zwischen 30 und 60 min noch nicht feststellbar war. Der Phagozytose Index
Fusionsprotein-opsonisierter Partikel war selbst nach 60 min demjenigen von
Kontrollpartikeln deutlich tberlegen (Abb. 4.30, B).
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Abb. 4.30: LPS-Trap-Fcl erhdht die Phagozytoseaktivitdt von MM6-Zellen

(A) 5x10° fluoreszente E. coli-Partikel wurden mit LPS-Trap-Fc1-haltigen Uberstanden (rot gefiillt) oder
mit 10 pg/ml humanem IgG (durchgezogene Linie) 1 h bei 37°C opsonisiert. Anschliel3end wurden die
gewaschenen Partikel fir die angegebenen Zeitspannen mit 5x10° MM6-Zellen in HBSS plus 0,5%
HSA bei 37°C inkubiert und die Menge der phagozytierten Partikel mittels Durchflusszytometrie
bestimmt (Fluoreszenzkanal 1, FL1, griin). MM6, die mit nicht-opsonisierten Partikeln auf Eis inkubiert
wurden, dienten als Negativ-Kontrolle (gepunktete Linie).

(B) Der zeitliche Verlauf der Phagozytose wurde in einem Phagozytose Index nach folgender
Definition dargestellt: Geometrisches Mittel der Fluoreszenz der als positiv definierten Zellen x Anzahl
der positiven Zellen / 100. Die Datenpunkte stellen Mittelwerte von Triplikaten plus/minus SD dar.

4.3.6.2 Unterschiedliche Beeinflussung der Phagozytoseaktivitat durch den
IgG-Isotyp der LPS-Trap-Fc
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die LPS-Trap-Fcl biologische Aktivitat

Uber ihre Fc-Region entwickelt, sollte in den folgenden Versuchen festgestellt
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werden, ob fir die Modulierung der Phagozytoseaktivitat das 1gG-Fc-Fragment oder
andere Domanen des Fusionsproteins verantwortlich sind. Hierftir wurden LPS-Trap-
Fcl, -Fc2, -Fc3, -Fc4 oder -His-haltige Zelliberstdnde mit fluoreszenten E. coli-
Partikeln versetzt und die opsonisierten Partikel mit MM6-Zellen 10 min bei 37°C
inkubiert (vgl. 4.3.6.1). Als Kontrolle wurden wiederum unbehandelte Partikel oder
Medium, das mit humanem IgG versetzt wurde, verwendet. In dieser Versuchsreihe
zeigte sich deutlich, dass die Phagozytoseaktivitdt der MM6 von den Isotypen der zur
Opsonisierung verwendeten LPS-Trap-Varianten abhangt. Die Behandlung mit LPS-
Trap-Fcl Zelliiberstanden fihrte im Vergleich zu 10 bzw. 100 pg/ml humanen IgG zu
einer ausgepragten Erhohung der Phagozytoseaktivitat (Abb. 4.31). Bei der
Behandlung mit LPS-Trap-Fc3 Zelliberstanden fiel der Effekt auf die Phagozytose
zwar schwacher aus, dieser war aber immer noch dem der higG opsonisierten
Partikel tberlegen (Abb. 4.31). LPS-Trap-Fc2 und —Fc4 behandelte Partikel konnten

die Phagozytose nur schwach modulieren (Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: Die Modulierung der Phagozytose durch die LPS-Trap-Fc ist IgG-Isotyp-abhéngig

5x10° fluoreszente E. coli-Partikel wurden mit LPS-Traps-Fc1-4, LPS-Trap-His oder humanem IgG 1 h
bei 37°C opsonisiert. Die gewaschenen Partikel wurden bei 37°C fur 10 min mit 5x10°> MM6-Zellen als
Phagozyten inkubiert und das Ausmald der phagozytierten Partikel per Durchflusszytometrie bestimmt
(Fluoreszenzkanal 1, FL1, griin). MM6, die mit nicht-opsonisierten Partikeln auf Eis inkubiert wurden,
dienten als Kontrolle

Diese Ergebnisse entsprachen den erwarteten Effekten, die sich aus den

Bindungsafffinitdten der einzelnen IgG-Isotypen fur Fc-Rezeptoren ableiten. Die LPS-
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Trap-His zeigte erwartungsgemald keinen Einfluss auf die Phagozytose (Abb. 4.31).
Daraus lasst sich das Fazit ziehen, dass die Fusionsproteine Uber ihre Fc-Region
Bakterien opsonisieren und sich diese Effekte Uber den jeweiligen Isotyp

kontrollieren lassen.

4.3.7 Einfluss auf die Komplementaktivierung

Antikorper-bedeckte Pathogene fuhren im Laufe einer Immunreaktion nicht nur
zur Erhéhung der Phagozytose durch die zellulare Immunabwehr, sondern auch zu
einer Aktivierung des angeborenen, humoralen Immunsystems, dessen wichtigster
Baustein das Komplementsystem darstellt. Das Komplementsystem besteht aus
mehreren verschiedenartigen Plasmaproteinen. Die Auslésung erfolgt kaskadenartig
Uber drei unterschiedliche Aktivierungswege. Antigen-Antikorper Komplexe flihren
zur Aktivierung Uber den sogenannten klassischen Weg [148]. Ahnlich wie bei der
Phagozytoseaktivierung Uber Fc-Rezeptoren ist hier die raumliche Nahe der
Antikorper in einem Bereich zwischen 30 bis 40 nm fur Auslosung der
Komplementkaskade entscheidend [149]. Die Komplementkaskade mundet in der
Formierung des Membranangriffskomplexes (membrane attack complex, MAC), der
zur Porenbildung in der bakteriellen Zellwand und folglich zu deren Lyse fuhrt. Die
Komplementaktivitat kann daher indirekt Gber die Abtétung von Bakterien gemessen
werden.

Hierfir wurden mit einem GFP-Plasmid transformierte E. coli verwendet. In
Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die Fluoreszenz nach Abt6tung durch
Lyse der Bakterien innerhalb einer Stunde erlischt. Die Bakterien wurden mit
konzentrierten, eingestellten Zellliberstanden der LPS-Traps-Fcl-4 oder —His 1h bei
37°C opsonisiert, gewaschen und mit humanem Komplementserum in HBSS plus
0,5% HSA 90 min lang bei 37°C inkubiert. Die Komplementreaktion wurde durch
Kihlung auf Eis gestoppt und der Anteil der noch fluoreszierenden Bakterien im
Durchflusszytometer bestimmt. Die Opsonisierung von E. coli mit LPS-Trap-Fcl oder
—Fc3 fuhrte zu einer signifikant hoheren Empfindlichkeit gegenliber humanem

Komplement als die Opsonisierung mit LPS-Trap-Fc2, -Fc4 oder —His (Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: Isotyp-abhangige Beeinflussung der Komplementaktivitat durch LPS-Trap-Fc1-4

GFP-exprimierende E. coli wurden mit konzentrierten LPS-Trap-Fcl-4 (Fcl-4) bzw. LPS-Trap-His
(His)-haltigen Zelluberstanden 1 h bei 37°C opsonisiert, gewaschen und anschlieend 90 min bei
37°C mit 1 pl/ml humanem Komplementserum inkubiert. Die Komplementaktivitdt wurde Uber den
Anteil an lebendigen, noch fluoreszierenden Bakterien bestimmt mittels Durchflusszytometrie im
Fluoreszenzkanal 1 (grin) bestimmt. Die Darstellung zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse
von 6 Experimenten. * p<0,05 gegentber LPS-Trap-Fc2, -Fc4 und —His, Multipler Vergleich: Kruskal-
Wallis-Test und Tukey Post-hoc-Test

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Fcl und Fc3 Varianten der LPS-
Trap spezifisch Gram-negative Bakterien opsonisieren und zu einer Erhéhung der
komplementabhangigen Lyse fuhren. Neben der LPS-Bindung entfalten diese
Fusionsproteine zumindest in vitro weitere biologische Aktivitditen durch

Phagozytose- und Komplementaktivierung.

4.4 Modifizierung der LPS-Trap-Fc

Der folgende Teil der Arbeit befasst sich mit Modifikationen an der LPS-Trap-
Fc. Wie bereits in 4.1.1 aufgezeigt, sind die Ausbeuten der LPS-Trap-Fc relativ
gering und fir den Einsatz in Tierexperimenten nicht ausreichend. Durch die
Reduktion des ungewdhnlich gro3en Fusionsproteins (260 kDa) auf seine
pharmakologisch wichtigen Bestandteile konnten sowohl stérende
Oligomerisierungsph&nomene  beseitigt (vgl. 4.1.2.4.1) als auch hohere

Produktionsausbeuten erreicht werden.
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4.4.1 Modifikation an der extrazellularen Doméane von TLR4

TLR4 und MD-2 kamen zuné&chst als Ansatzpunkte fir Modifikation der LPS-
Trap-Fc in Betracht. Durch Alanin-Scanning-Mutagenese konnte festgestellt werden,
dass fur die Formierung des TLR4/MD-2 Komplexes und die LPS-Sensitivitdt von
TLR4/MD2 wichtige Aminoséuren Uber die gesamte Sequenz von MD-2 verteilt sind
[150]. MD-2 schied daher als Mutationsziel aus. Auch die aminoterminale Region von
Glu®* bis Pro®* in humanem TLR4 ist essentiell fiir die Interaktion mit MD-2 [35; 151].
Untersuchungen an humanen TLR4-Mutanten ergaben, dass die Region vom N-
Terminus bis zu AS 320 unverzichtbar fir die Assoziation mit MD-2 ist [35]. Mutanten
mit Deletionen von AS 321 bis 637 waren aber noch in der Lage, MD-2 zu binden.
Die Ansatzpunkte fir Modifikationen der LPS-Trap-Fc beschrankten sich daher auf
den C-Terminus von TLRA4.

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollten zwei LPS-Trap-Fc Mutanten
generiert und ihre biologische Aktivitat getestet werden. Die TLR4-Domaéane der LPS-
Trap-Fc wurde um 218 AS (A410-627, LPS-Trap-FcM) oder um 278 AS (A350-627,
LPS-Trap-FcS) verkirzt (Abb. 4.33).

mMD-2

Flex.Linker Faktor Xa Schnittstelle

Flag mTird ex higG1-Fc

AS22:627 | ) | B E—)

LPS-Trap-Fc
3087 bp

Flex.Linker Faktor Xa Schnittstelle
Flag mTir4 ex mMD-2 higG1-Fc

AS22-409 | ) ) B S—)

LPS-Trap-FcM
2433 bp

Faktor Xa Schnittstelle
Flag mTir4 ex Flex.Linker mMD-2 hlgG1-Fc

AS 22-349 | I ) )| S

LPS-Trap-FcS
2253 bp

Abb. 4.33: LPS-Trap-Fc im Vergleich mit LPS-Trap-FcM und —FcS

Die LPS-Trap-FcM und Fc-S wurden am C-terminalen Ende der extrazellularen Doméne von TLR4
um 218 bzw. 278 Aminosauren gegenuber der LPS-Trap-Fc verkurzt.
4411 Klonierung und Expression der LPS-Trap-FcM und LPS-Trap-FcS

Die verkurzten TLR4-Mutanten wurden mit den Primern (7) und (21) (LPS-
Trap-FcM) bzw. (7) und (20) (LPS-Trap-FcS) aus dem Vektor pMT/Hygro/LPS-Trap-
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Fc inklusive dem Flag-Tag amplifiziert. Durch die Primer wurden N- und C-terminal
Spel Restriktionsschnittstellen in die verkirzte TLR4 Sequenz eingefugt. Die Flag-
TLR4-DNA konnte anschlielRend mit Spel komplett bis zum Anfang des flexiblen
Linkers aus pMT/Hygro/LPS-Trap-Fc ausgeschnitten und die verkirzten TLR4-
Sequenzen eingefligt werden.

S2 Zellen wurden anschlielend stabil mit den LPS-Trap-FcM und —-FcS
Expressionsvektoren transfiziert. Die verkirzten Fusionsproteine konnten mit Protein
G aus den Uberstanden isoliert und mit der LPS-Trap-Fc als Vergleich tiber ein SDS-
Gel aufgetrennt werden. Die einzelnen Fraktionen zeigten Banden von ca. 105 kDa
(LPS-Trap-FcM) und 100 kDa (LPS-Trap-FcS) (Abb. 4.34). Wie erhofft waren auch
die Ausbeuten gegeniber den LPS-Trap-Fc Fraktionen deutlich erhéht (Abb. 4.34).

LPS-Trap-Fc LPS-Trap-FcM LPS-Trap-FcS

E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3

250 kDa—
148 kDa —

98 kDa —

64 kDa —

Abb. 4.34: Gereinigte LPS-Trap-FcM und —FcS im SDS-Gel

Uberstande von LPS-Trap-Fc, -FcM und —FcS transfizierten S2-Zellen wurden ber eine Protein G
Saule gereinigt. Die einzelnen Fraktionen wurden im SDS-Gel analysiert. Die Proteinfarbung erfolgte
mit SYPRO Red Protein Gel Stain.

4.4.1.2 Charakterisierung der verklrzten Fusionsproteine LPS-Trap-FcM und
—FcS

In den nachsten Schritten sollten die Eigenschaften der verklrzten
Fusionsproteine genauer untersucht werden. Analog zur LPS-Trap-Fc zeigten auch
die verkurzten Proteine Oligomerenbildung nach ihrer Reinigung (Daten nicht
gezeigt, vgl. 4.1.2.4.1). Die Verkiurzungen des C-Terminus von TLR4 brachten in
dieser Hinsicht folglich keine Verbesserung. Die folgenden Untersuchungen wurden
deshalb ausschlief3lich mit Zelluberstadnden durchgefuhrt.
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4.4.1.2.1 LPS-Bindung durch LPS-Trap-FcM und —FcS

Zur Uberpriifung der LPS-Bindungsfahigkeit der verkirzten Fusionsproteine
wurde ein LPS Pull-down-Assay durchgefiihrt. Uberstande LPS-Trap-Fc, -FcM und —
FcS transfizierter S2 Zellen wurden in Anwesenheit von 10% FCS 1h mit Biotin-LPS
inkubiert. Das LPS wurde anschlieBend mit Streptavidin immunpréazipitiert und die
Prazipitate im Anti-Flag Western Blot analysiert.

Sowohl die LPS-Trap-FcM (Spur 4) als auch die LPS-Trap-FcS (Spur 7)
konnten wie die LPS-Trap-Fc (Spur 1) das biotinylierte LPS binden (Abb. 4.35).
Diese Bindung lie3 sich aber im Gegensatz zur LPS-Trap-Fc (Spur 3) durch die
Vorinkubation mit Anti-TLR4/MD-2-Antikorper nicht neutralisieren (Abb. 4.35, Spur 6
und 9). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass der TLR4/MD-2 Komplex von
den mutierten Fusionsproteinen nicht gebildet wurde und die LPS-Bindungsaffinitat

wahrscheinlich geringer als die der LPS-Trap-Fc ist.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
191 kDa —
Ead
97 kDa — e ‘- e
64 kDa —

Biotin-LPS + - + + - + o+ = +
Anti-TLR4/MD-2 - - + . . + - - +
IP: Streptavidin
WB: Anti-Flag

Abb. 4.35: Untersuchung der LPS-Bindung von LPS-Trap-FcM und -FcS

Uberstande LPS-Trap-Fc (Spur 1-3), -FcM (Spur 4-6) und —FcS (Spur 7-9) transfizierter S2-Zellen
wurden mit biotinylierten LPS inkubiert .Nach der Immunprézipitation mit Streptavidin wurden die
Prazipitate im Anti-Flag Western Blot analysiert. Mit Anti-TLR4/MD-2 vorinkubierte Uberstande dienten
als Konformationskontrolle fir den TLR4/MD-2 Komplex (Spur 3, 6 und 9)

4.4.1.2.2 Fehlende hemmende Wirkung der verklrzten Fusionsproteine in vitro

Trotz der fehlenden TLR4/MD-2 Komplexbildung sollte die biologische Aktivitat
der LPS-Trap-FcM und —FcS im Zellkulturmodell Gberprift werden. Da hierfir wieder
das Transwell-Modell angewendet wurde, musste die LPS-Trap-FcM und —FcS
zunéchst in einen Expressionsvektor fur Saugerzellen kloniert werden.

Die Sequenzen wurden Uber eine PCR mit den Primern (1) und (16) um die

Restriktionsschnittstellen Kpnl und BamHI erweitert. Das PCR-Produkt wurde
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anschlieBend in den entsprechend verdauten Expressionsvektor p3xFlag-CMV-8
eingeflgt.

HEK293T Zellen wurden mit den generierten LPS-Trap-FcM, —FcS oder
leeren Expressionsvektoren transfiziert und 8 h spater in 24-well Platten umgesetzt.
In Transwells wurden MM-6-Zellen 48 h mit den transfizierten HEK293T kokultiviert.
Die Stimulation erfolgte mit 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml LPS Uber Nacht.
AnschlieRend wurde die IL-6-Konzentration im Uberstand mittels ELISA vermessen.
Die verklrzten Fusionsproteine zeigten gegentuber den Kontrollen keine Hemmung
der proinflammatorischen Reaktion (Abb. 4.36). Bei steigenden LPS-Konzentrationen
war sogar eine leichte Erhéhung der IL-6-Konzentration im Uberstand messbar. Das
LPS hatte demnach eine hohere Affinitat zu zellularem TLR4/MD-2 als zu den

Fusionsproteinen.

400
300
200 A
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100 ~

IL-6 (pg/ml)

0l o o o * ® % [ p3xFlag-CMV-8
I LPS-Trap-FcM
I LPS-Trap-FcS
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Abb. 4.36: Messung der biologischen Aktivitat der verklrzten Fusionsproteine

Mit LPS-Trap-FcM oder —FcS transfizierte HEK293T wurden mit MM6-Zellen 48 h kokultiviert und
anschlieBend tber Nacht mit den angegebenen Konzentrationen an LPS stimuliert. Die Messung der
IL-6-Spiegel im Zelliberstand wurde per ELISA durchgefuhrt. Mit leerem p3xFlag-CMV-8 transfizierte
HEK?293T dienten als Kontrollen. n=8

4.4.1.2.3 Verminderte LPS-Bindungsstarke im Vergleich zur LPS-Trap-Fc
Um die Affinitaten der LPS-Trap-Fc, -FcM und —FcS direkt miteinander zu

vergleichen, wurde auf den LPS-Bindungs-ELISA zurtickgegriffen. Hierfir wurden
zunéachst Zelliberstande transfizierter S2-Zellen mit Hilfe eines LPS-Trap-Fc-ELISAS
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auf die gleiche Menge an Fusionsprotein eingestellt (vgl. 4.1.2.4.3). Anschliel3end
wurden Verdinnungsreihen der eingestellten Uberstande in Anti-Flag-Antikorper
beschichteten Platten inkubiert. Nach dem Entfernen der Uberstande folgte die
Inkubation mit Biotin-LPS und die anschlieBende Detektion des gebundenen
Endotoxins mit Streptavidin-HRP.

Die LPS-Bindungsassays zeigten deutlich die verminderte Affinitdt von LPS zu
den verkurzten Fusionsproteinen (Abb. 4.37). Die Bindung von LPS zur LPS-Trap-
FcS war Uber die gesamte Verdinnungsreihe, ebenso wie bei der LPS-Trap-FcM bei
starkeren Verdiunnungen, kaum nachweisbar. Trotz der grundséatzlichen Fahigkeit
LPS zu binden, sind die verkirzten Fusionsproteine demnach nicht in der Lage den
LPS/MD-2-Komplex zu stabilisieren und eine kompetitive Hemmung gegenuber
zellstandigen TLR4/MD2-Rezeptorkomplexen zu erreichen.
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Abb. 4.37: Relative LPS-Bindungsstarken von LPS-Trap-Fc, -FcM und —FcS

Verdiinnungen eingestellter LPS-Trap-Fc, -FcM und Fc-S-haltiger S2-Uberstande wurden auf eine mit
Anti-Flag-Antikorper beschichtete Platte gegeben und die gebundenen Fusionsproteine anschlieZend
mit Biotin-LPS inkubiert. Das gebundene LPS konnte durch Streptavidin-HRP und anschlieRender
chromogener Reaktion durch Absorptionsmessungen bei 450 nm und 540 nm quantifiziert werden.
Die gezeigten Punkte stellen Mittelwerte von Quadruplikaten plus/minus SD dar.

4.4.2 Variationen am flexiblen Linker

Ein weiterer Ansatzpunkt fiur Veranderungen an der LPS-Trap-Fc ist der
flexible Linker zwischen TLR4 und MD-2. Dieser wurde in Hinsicht auf Flexibilitat und
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Lange willktrlich ausgewahlt. Die inzwischen bekannte Kristallstruktur des TLR4/MD-
2 Komplexes zeigt, dass der C-Terminus von TLR4 relativ weit (71,14 A) vom N-
Terminus des MD-2 entfernt liegt (Abb. 4.38) [37]. Deshalb wurde erwogen, den
Linker von 15 AS auf 30 AS zu verlangern. Ebenso sollte ein flexibler Linker
(GGGGS-GGGGS-GGGGS) an den C-Terminus von MD-2 eingebaut werden, um
eine eventuelle sterische Behinderung des TLR4/MD-2 Komplexes durch das IgG-

Fc-Fragment zu vermindern.

Abb. 4.38:Die raumliche Anordnung des TLR4/MD-2 Komplexes

Die N-Termini der Proteine sind blaulich, die C-Termini rétlich gekennzeichnet. Die schwarze Linie
kennzeichnet den Abstand zwischen TLR4 und MD-2.
Modifiziert aus Protein Data Bank nach [37]

4.4.2.1 Klonierung der Linkermutanten LPS-Trap-L-Fc, LPS-Trap-Fc(30AS)
und LPS-Trap-L-Fc(30AS)

Fir den Einbau des flexiblen Linkers zwischen MD-2 und dem IgG-Fc-
Fragment wurde der Vektor pIRESneo3/LPS-Trap-Fc durch das Restriktionsenzym
Agel direkt nach der MD-2-Sequenz aufgeschnitten und mit SAP dephosphoryliert.
Ein kinstliches, phosphoryliertes Oligonukleotid aus den Sequenzen (1) und (2)
konnte durch die entsprechenden Nukleotidiiberhdnge in den Vektor ligiert werden
(LPS-Trap-L-Fc).

Die Verlangerung des vorhandenen Linkers erfolgte durch einen Schnitt mit
Xhol direkt vor der MD-2-Sequenz, anschlieRender Dephosphorylierung und Einbau
eines Oligonukleotids aus den Sequenzen (7) und (8) (LPS-Trap-Fc(30AS)).
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Zusatzlich wurden noch die LPS-Trap-L-Fc(30AS) durch den kombinierten Einbau

beider Linker generiert.

4.4.2.2 Expression und LPS-Bindungsféhigkeit der Linkermutanten

Die neu konstruierten Expressionsvektoren wurden in QBI293A transfiziert.
Nach einer 14-tdgigen Selektion mit G418 wurde mit den Zelliberstanden ein LPS
Pull-down-Assay durchgefuhrt. Die Streptavidin-Prazipitate wurden in einem SDS-
Gel augetrennt und im Anti-Flag Western Blot analysiert. Alle drei Varianten des
Fusionsproteins konnten im Western Blot nachgewiesen werden und banden somit
LPS (Abb. 4.39, Spur 1, 4, 7). Dartber hinaus konnte die Interaktion mit LPS durch
die Vorinkubation mit Anti-TLR4/MD-2 neutralisiert werden, was auf eine Bildung des
nativen TLR4/MD-2 Komplexes schlief3en liel3 (Abb. 4.39, Spur 2, 5, 8).

Trap-Fc Trap-L-Fc
Trap-L-Fc (30AS) (30AS)

1 2 3 4 56 7 809

185 kDa —
- . - «' o

115 kDa —
80 kDa — ~
Biotin-LPS + o+ - + + -+ +

Anti-TLR4/MD-2

IP: Streptavidin WB: Anti-Flag

Abb. 4.39: LPS Pull-down der Linkermutanten

Uberstande von LPS-Trap-L-Fc, LPS-Trap-Fc(30AS) und LPS-Trap-L-Fc(30AS) transfizierten
QBI293A wurden mit Biotin-LPS inkubiert. AnschlieBend wurde eine Immunprazipitation mit
Streptavidin-Sepharose durchgefuhrt und die Préazipitate im Anti-Flag Western Blot analysiert. Als
Konformationskontrolle wurden die Uberstande mit neutralisierendem Anti-TLR4/MD-2-Antikorper
vorinkubiert. Unbehandelte Uberstiande dienten als Negativkontrolle.

4423 Schwache Erhohung der LPS-Affinitat zu den 30AS-Linkermutanten

Im direkten Vergleich der LPS-Affinitdten der Linkermutanten mit der LPS-
Trap-Fc sollte Gberpruft werden, ob eine Verbesserung der LPS-Bindung durch die
neuen Linker erzielt wurde. Hierfur wurden Uberstande der jeweiligen QBI293A-
Transfektanden mit Hilfe des LPS-Trap-Fc-ELISAs auf die gleiche Menge an
Fusionsprotein eingestellt. Mit den abgeglichenen Uberstanden konnte anschlieRend
ein LPS-Bindungs-ELISA (siehe 4.1.2.4.3) durchgefuhrt werden. Die LPS-Trap-
Fc(30AS) zeigte gegenuber der LPS-Trap-Fc eine schwache, aber signifikante



Ergebnisse 100

Verbesserung der LPS-Bindung (Abb. 4.40). Die LPS-Trap-L-Fc(30AS) war allen
Varianten in ihrer LPS-Bindung signifikant tiberlegen (Abb. 4.40).
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Abb. 4.40: LPS-Bindungs-ELISA der Linkermutanten im Vergleich mit der LPS-Trap-Fc

Abgeglichene Uberstande der Linkervarianten und der LPS-Trap-Fc wurden in Anti-Flag beschichtete
ELISA-Platten gegeben. Die fixierten Proteine wurden mit biotinylierten LPS inkubiert und mit
Streptavidin-HRP detektiert. Die Starke der LPS-Bindung konnte uber die Absorption bei den
Wellenlangen 450-540nm bestimmt werden. * p=0,006, ** p<0,001, Varianzanalyse: ANOVA, Post-
Hoc Analyse: Tukey-Test, n=8

4.5 Untersuchung und Charakterisierung von adenoviral-
produzierter LPS-Trap-Fc im Tiermodell

Der Einsatz von rekombinanter LPS-Trap-Fc im Tiermodell erwies sich mit den
untersuchten Methoden als unmdglich. Die Reinigung biologisch aktiver LPS-Trap-Fc
uber Protein G aus Zelluberstédnden erwies sich als unmadglich. Die Isolierung der
His-LPS-Trap-Fc im basischern Milieu fuhrte zwar zum Erhalt der biologischen
Aktivitat des Fusionsproteins, aber es konnte nicht die hohe Reinheit von Protein G-
isolierter LPS-Trap-Fc erreicht werden (vgl. 4.1.2.4.3). Zwar konnten hohere
Produktionsausbeuten mit verkirzten Varianten der LPS-Trap-Fc erzielt werden,
diese zeigten aber ebenfalls Oligomerisierungsph&nomene und waren biologisch
inaktiv (vgl. 4.4.2). Ein weiteres Problem ware die unvermeidliche Kontamination mit
Endotoxinen wahrend des Reinigungsvorgangs. Mit einem LPS-Trap-Fc
exprimierenden Adenovirus (Ad-LPS-Trap-Fc) konnte das Fusionsprotein (LPS-Trap-
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Fc(Ad)) direkt im Versuchstier produziert und die Problematik der Kontaminationen

und der zu geringen Ausbeuten umgangen werden.

4.5.1 Charakterisierung der LPS-Trap-Fc(Ad) in vitro

Ein LPS-Trap-Fc exprimierendes Adenovirus wurde freundlicherweise von
Bernd Schnabl, Regensburg, zur Verfigung gestellt [152].. Die Eigenschaften der
adenoviral produzierten LPS-Trap-Fc(Ad) sollten zunachst in vitro charakterisiert

werden.

45.1.1 LPS-Trap-Fc(Ad) bildet den TLR4/MD-2 Komplex und bindet LPS

Die LPS-Trap-Fc steht im adenoviralen Vektor unter der Kontrolle eines CMV-
Promotors und folgt einer Preprotrypsin-Signalsequenz, die zur Sekretion des
rekombinanten Proteins in den Uberstand fuihrt. Der (iberlassene Adenoviren-Stock
wurde in QBI293A-Zellen vermehrt. Mit Uberstanden dieser Zellen wurde ein LPS
Pull-down-Assay durchgefiuhrt (siehe 4.1.2.2.). Die LPS-Trap-Fc(Ad) liel3 sich Uber
LPS-Biotin/Streptavidin immunprazipitieren und die Bindung konnte durch die
vorherige Inkubation der Uberstande mit Anti-TLR4/MD-2 neutralisiert werden (Abb.
4.41). Das adenoviral produzierte Protein interagierte demnach mit LPS und formte
den TLR4/MD-2 Komplex.

Biotin-LPS + - +
Anti-TLR4/MD-2| - - +
191 kDa —
97 kDa —
.
64 kDa —
IP: Streptavidin
WB: Anti-hlgG-Fc

Abb. 4.41: Die Ad-LPS-Trap-Fc bindet LPS und bildet den TLR4/MD-2 Komplex

Uberstande von Ad-LPS-Trap-Fc infizierten QBI293A wurden mit biotinylierten LPS inkubiert und
anschlieBend mit Streptavidin-Sepharose immunprézipitiert. Als Kontrolle dienten mit Anti-TLR4/MD-2
vorinkubierte  (Konformationskontrolle) oder unbehandelte Uberstande (Negativkontrolle). Die
Auftrennung erfolgte im SDS-Gel und mit anschliel3ender Detektion im Anti-hlgG-Fc Western Blot.
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45.1.2 Biologische Aktivitat im in vitro-Modell

Uber die LPS-Bindung hinaus sollten die hemmenden Eigenschaften der LPS-
Trap-Fc(Ad) auch noch im Zellmodell bestatigt werden. Hierfir wurden QBI293A-
Zellen mit LPS-Trap-Fc exprimierenden Adenoviren infiziert und noch vor der Lyse
der Zellen die Uberstande abgenommen, um die Viruskonzentration méglichst gering
zu halten. MM6-Zellen wurden in den konditionierten Uberstanden kultiviert und mit 1
ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml LPS lber Nacht stimuliert. Uberstande Adeno-B-
Galactosidase (Ad-B-Gal) infizierter Zellen dienten als Kontrolle. Das Mal3 der LPS-
Stimulation wurde (ber die IL-6 Konzentration im Uberstand bestimmt. Die Ad-LPS-
Trap-Fc konditionierten MM-6 sezernierten unter allen Stimulationsbedingungen
signifikant weniger IL-6, als ihre Ad-B-Gal Kontrollen (Abb. 4.42). Folglich war die
LPS-Trap-Fc(Ad) in Hinsicht auf Konformation und biologischer Aktivitat mit den

nicht-viral produzierten Fusionsproteinen vergleichbar.
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Abb. 4.42: Die LPS-Trap-Fc(Ad) hemmt eine LPS-induzierte proinflammatorische Reaktion in
vitro

MM6 wurden mit Uberstanden Ad-LPS-Trap-Fc (rot) oder Ad-B-Gal infizierter QBI293A (iber Nacht in
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an LPS kultiviert. Die IL-6 Spiegel im Uberstand
erfolgte mittels ELISA. p<0,001, Mann-Whitney-U-Test, n=8
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4.5.2 Test der Ad-Trap-Fc in vivo

Mit den gewonnenen hochtitrigen Stocks an Ad-LPS-Trap-Fc sollte nun ein
erster Pilotversuch in vivo unternommen werden. Hierfur wurden je vier CD-1
Méausen entweder 108 PFU Ad-LPS-Trap-Fc oder das entsprechende Volumen PBS
retrobulbar injiziert. Vier Tage nach der Infektion erfolgte die Stimulation mit je 1 pg
LPS i.v. und die Blutung der M&use nach einer weiteren Stunde. Anschlie3end wurde
das Serum gewonnen und der TNF-Spiegel mittels ELISA untersucht.

Nur eine Ad-LPS-Trap-Fc behandelte Maus zeigte verminderte TNF-
Serumspiegel gegentber den kontrollbehandelten Tieren (Daten nicht gezeigt). Die
Uberprifung der Sera auf die LPS-Trap-Fc(Ad) im Anti-Flag Western Blot nach
vorausgegangener Immunprézipitation durch Anti-Flag-M2 Agarose zeigte keine
Banden des Fusionsproteins mit Ausnahme der oben erwdhnten Maus (Daten nicht
gezeigt). Die Zahl der verabreichten Viren schien zu gering fiur eine massive
Produktion der LPS-Trap-Fc(Ad) gewesen zu sein.

45.2.1 Verlauf der LPS-Trap-Fc(Ad) Serumspiegel im Mausmodell

Aufgrund der im Pilotexperiment gewonnen Erkenntnisse sollten die
notwendigen Virentiter genauer bestimmt und der Verlauf der LPS-Trap-Fc(Ad)
Serumspiegel beobachtet werden. Fir diesen Zweck wurden je eine CD-1 Maus mit
10® bzw. 10° PFU Ad-B-Gal und je zwei Tiere mit 10® und 10° PFU Ad-LPS-Trap-Fc
infiziert. Die Tiere wurden an den Tagen 1, 2, 3, 4, 7 und 10 p.i. geblutet und die
Sera gewonnen.

Ein Teil der Sera wurde mit PBS verdinnt und die LPS-Trap-Fc(Ad) mit Anti-
Flag Agarose immunprazipitiert. Die Préazipitate wurden in Laemmli-Puffer gekocht,
im SDS-Gel aufgetrennt und das Protein im Anti-Flag Western Blot detektiert. 10° Ad-
LPS-Trap-Fc fuhrten bei Maus 1 zu einer schwachen Bande an den Tagen 3 und 4
p.i., wahrend im Serum von Maus 2 kein Fusionsprotein nachweisbar war (Abb. 4.43,
A, Spur 1 und 2). Wurden die Mause mit 10° Viren infiziert, war ab Tag 1 p.i. LPS-
Trap-Fc(Ad) im Serum vorhanden (Abb. 4.43, A, Spur 3 und 4). Nach Tag 4 p.i.
reduzierten sich die Serumspiegel in Maus 2 aber rapide, so dass am Tag 10 p.i.
kein Protein mehr detektierbar war (Abb. 4.43, A, Spur 4). Auch in Maus 1 nahmen
die Serumspiegel nach Tag 7 p.i. ab. Das Serum kontrollinfizierter Mause zeigte

erwartungsgemal keine Bande.
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Um die LPS-Trap-Fc Konzentrationen im Serum relativ zueinander besser
abschatzen zu kdnnen, wurde ein LPS-Trap-Fc ELISA durchgefihrt. Anti-Flag diente
als Fang-Antikorper. Die gebundene LPS-Trap-Fc(Ad) konnte tber einen Anti-hlgG-
Fc Antikorper detektiert werden. Auch hier zeigte sich in den mit 10° Adenoviren
infizierten Mausen, dass die Konzentration des Fusionsproteins um Tag 4 p.i. das
Maximum erreicht und danach stetig abnimmt (Abb. 4.43, B, rote Linie). In den
restlichen Sera war kein Fusionsprotein nachweisbar (Abb. 4.43, B, blaue und

schwarze Linie).
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Abb. 4.43: Verlauf der LPS-Trap-Fc(Ad) Konzentrationen im Serum infizierter Mause

CD-1 Mause wurden mit Ad-LPS-Trap-Fc oder Ad-B-Gal infiziert, zu den aufgefihrten Tagen geblutet
und die Sera gewonnen.

(A) Die LPS-Trap-Fc(Ad) wurde aus Sera von mit 10% (Spur 1 und 2) oder 10° (Spur 3 und 4) PFU Ad-
LPS-Trap-Fc bzw. Ad-B-Gal (Spur 5 und 6) infizierten Mausen mit Anti-Flag Agarose immunprazipitiert
und im Anti-Flag Western Blot detektiert.

(B) Anti-Flag-Antikdrper beschichtete ELISA-Platten wurden mit den entsprechenden Sera infizierter
Méuse inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Anti-higG-Fc Antikdrper und
anschlieBender chromogener Reaktion. Die Extinktions-Differenzen der Wellenlangen 450 nm und
540 nm sind angegeben.
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45.2.2 Rapide Bildung von Antikdrpern gegen die LPS-Trap-Fc(Ad)

Da die LPS-Trap-Fc(Ad) Serumspiegel infizierter Mause tberraschend schnell
abnahmen, sollte untersucht werden, ob Antikdrper gegen das Fusionsprotein
gebildet wurden. Zu diesem Zweck wurde Serum von Ad-LPS-Trap-Fc (Spur 1 und
2) oder Ad-B-Gal (Spur 3 und 4) infizierten Mausen vom Tag 7 p.i. mit Uberstanden
Ad-LPS-Trap-Fc (Spur 1 und 3) oder Ad-B-Gal (Spur 2 und 4) infizierter QBI293A-
Zellen 1 h inkubiert. Die LPS-Trap-Fc(Ad) und gegen das Fusionsprotein gerichtete
Antikorper konnten auf diese Weise mit Anti-Flag Agarose koimmunprazipitiert
werden. Die Prazipitate wurden im SDS-Gel unter nicht-reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt. Im Anti-mlgG/IgM Western Blot konnte aus dem Prazipitat Ad-LPS-Trap-
Fc/Serum und Ad-LPS-Trap-Fc/QBI293A eine Antikorper-Bande bei ca. 150 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 4.44, Spur 1). Ein Grund fur den raschen Rickgang der
LPS-Trap-Fc(Ad)-Serumspiegel lag also an der frihen Antikérperbildung gegen das
Fusionsprotein.

1 2 3 4
1: Ad-LPS-Trap-Fc-Serum + Ad-LPS-Trap-Fc-QBI
185 kDa —
- 2: Ad-LPS-Trap-Fc-Serum + Ad-R-Gal-QBI
115 kDa —
3: Ad-R-Gal-Serum + Ad-LPS-Trap-Fc-QBI
80 kDa —
- 4: Ad-B-Gal-Serum + Ad-B-Gal-QBI
IP: Anti-Flag
WB: Anti-Maus IgG/IgM pAb

Abb. 4.44: Antikorper gegen die LPS-Trap-Fc im Serum infizierter Mause

Uberstande und Sera Adenoviren-infizierter Zellen bzw. Mause wurden in den entsprechenden
Kombinationen miteinander inkubiert. Die LPS-Trap-Fc(Ad) wurde mit Anti-Flag Agarose
immunprézipitiert. Die Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem Protein
assoziierte Antikdrper im Anti-Maus-1gG/IgM Western Blot detektiert.

Um den Antikorper-induzierten Abbau der LPS-Trap-Fc(Ad) zu verhindern,
wurden je zwei Fox Chase SCID-Mause mit Ad-LPS-Trap-Fc und Kontrollvirus
infiziert und der Serumspiegelverlauf von LPS-Trap-Fc(Ad) Uber 7 Tage hinweg
mittels ELISA kontrolliert (siehe 4.5.2.1). Diese Mause verfiigen aufgrund eines
Gendefekts weder tUber B- noch T-Lymphozyten. Erstaunlicherweise erreichten die
LPS-Trap-Fc(Ad)-Serumkonzentrationen bereits am Tag 1 p.i. ihr Maximum und
nahmen in den darauffolgenden Tagen kontinuierlich ab (Abb. 4.45). Demzufolge

waren nicht nur Antikdrper fur den schnellen Abbau des Fusionsproteins
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verantwortlich.  Vielmehr  scheint die  vireninduzierte  Proteinproduktion

aul3erordentlich schnell zum Erliegen zu kommen.
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Abb. 4.45: Verlauf der LPS-Trap-Fc(Ad) Serumspiegel in einer Fox Chase SCID Maus

Immuninkompetente SCID Mause wurden mit 10° PFU Ad-LPS-Trap-Fc oder Ad-B-Gal infiziert, zu den
angegebenen Tagen geblutet und die Sera gewonnen. Die LPS-Trap-Fc(Ad)-Serumspiegel wurden
wie in Abb. 4.43 (B) bestimmt.

4.5.2.3 Einfluss auf die LPS-induzierte Zytokinantwort

Nach der Charakterisierung der LPS-Trap-Fc(Ad) in vitro und in vivo sollten in
der nachsten Versuchsreihe je sechs CD-1 Mause mit 10° PFU Ad-LPS-Trap-Fc oder
Ad-B3-Gal (Kontrolle) infiziert und die LPS-induzierte Immunreaktion untersucht
werden. Durch die schnelle Bildung von Antikérpern gegen die LPS-Trap-Fc(Ad) und
dem Versiegen der Proteinproduktion durch die Adenoviren musste die LPS-
Stimulation bereits am Tag 4 p.i. erfolgen.

Die Adenoviren und das hochreine LPS (1 pg) wurden retrobulbér am jeweils
anderen Auge verabreicht. Eine Stunde nach der LPS-Stimulation wurden die Tiere
geblutet. Das gewonnene Serum wurde auf TNF, IL-1a, IL-18, IL-12 und MCP-1 im
Luminex Multiplex Bio-Assay Analyzer untersucht. Uberraschenderweise zeigten die
Ad-LPS-Trap-Fc behandelten Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant
hohere TNF- und MCP-1 Serumspiegel (Abb. 4.46). Diese Ergebnisse wurden auch
durch das makroskopisch erkennbare Befinden der Mause unterstrichen. So zeigten
Ad-LPS-Trap-Fc infizierte Tiere durch ihre aufgerichtete Koérperbehaarung und den
flussigen Stuhl deutlich starkere Anzeichen einer Fieberreaktion. Die Ubrigen

untersuchten Zytokine waren zu diesem Zeitpunkt erwartungsgemalfl noch nicht
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detektierbar. In zwei weiteren Experimenten konnten diese Uberraschenden Daten,

die im Gegensatz zum Pilotexperiment stehen, bestatigt werden.

1000 2500
P=0,026 P=0,002
800 1 2000 A
%) 600 -| E 1500
2 & —
Q.
N % o
% 400 E 1000
=
200 A 500 4
0 T T 0 r T
Ad-R-Gal Ad-LPS-Trap-Fc Ad-B-Gal Ad-LPS-Trap-Fc
I Ad-LPS-Trap-Fc [ Ad-B-Gal
[ Ad-B-Gal N Ad-LPS-Trap-Fc

Abb. 4.46: Die Ad-LPS-Trap-Fc verstarkt die LPS-induzierte proinflammatorische Reaktion in
Vivo

CD-1 Mause wurden mit 10° Ad-B-Gal (grau) oder Ad-LPS-Trap-Fc (rot) infiziert und am Tag 4 p.i. mit
1 pg LPS stimuliert. Die Serumkonzentrationen von TNF und MCP-1 wurden im Luminex Multiplex
Bio-Assay Analyzer bestimmt. p=0,028 bzw. 0,002, Mann-Whitney-U-Test, n=6

4.6 TLR2-Fusionsproteine

Ein weiterer Teil der Arbeit beschaftigte sich mit der Konstruktion und Testung
von TLR2-Fusionsproteinen. TLR2 spielt als Rezeptor fur bakterielle Lipopeptide eine
Schlusselrolle bei Gram-positiven bzw. gemischt-bakteriellen Infektionen. Die Daten
uber die hemmende Wirkung von I6slichen TLR2-Fc Fusionsproteinen sind
widersprichlich [118; 120]. Da TLR2 funktionelle Heterodimere mit TLR1 oder TLR6
bildet und so auch zwischen di- und triacylierten Lipopeptiden unterscheidet [47; 48].
sollten Fusionsproteine aus den extrazellularen Teilen von TLR2 mit TLR1 bzw.

TLR6 konstruiert werden.

4.6.1 Klonierung von TLR2/1-Fc und TLR2/6-Fc Fusionsproteinen

Die Sequenzen von Maus-TLR1 (Primer (25) und (26)) und -TLR6 (Primer (27)
und (28)) wurden mittels PCR aus der cDNA von RAW?264.7-Zellen gewonnen. Der
extrazellulare Teil von TLR1 wurde mit den Primern (13) und (22), derjenige von
TLR6 mit den Primern (17) und (24) amplifiziert und um die angegebenen

Schnittstellen erweitert. In den extrazellularen Teil von TLR2 wurde C-terminal Uber



Ergebnisse 108

eine PCR aus dem Templat Flag T2Fc in pMT/BiP/V5-His C mit dem Primer (23) die
Restriktionsschnittstelle fiur BsiwWl und N-terminal eine Kpnl- (fir T2/1-Fc) tber den
Primer (15) bzw. eine Bglll Schnittstelle (fir T2/6-Fc) Gber den Primer (14) eingeflgt.
Die Amplifikate wurden mit den jeweiligen Restriktionsenzymen verdaut und
zusammen mit dem flexiblen Linkern (aus den Oligonukleotiden (3) und (4) in einem
Schritt in den Vektor p3xFlag-CMV-8 eingefligt. Anschlie3end wurden die C-Termini
von TLR1 bzw. TLR6 nach Schnitten mit Xbal (T2/1) bzw. Kpnl (T2/6) um das hilgG-
Fc-Fragment, das mit den Primern (3) und (19) bzw. (2) und (18) aus LPS-Trap-Fc in
pMT/BiP/V5-His C mittels PCR gewonnen wurde, erweitert (Abb. 4.47).

Faktor Xa Schnittstelle
Flag mTIr2 ex Flex.Linker mTIr1 ex hlgG1-Fc

| I | B | S

T2/1-Fc
4260 bp Faktor Xa Schnittstelle
Flag mTIr2 ex Flex.Linker mTIré ex hlgG1-Fc

| ) | B | )

T2/6-Fc
4254 bp

Abb. 4.47:Konstruktion der T2/1- und T2/6-Fc

Der extrazellulare Teil von Maus (m) TLR2 wurde Uber einen flexiblen Linker (GGGGS-GGGGS-
GGGGS) mit den extrazellularen Fragmenten von mTLR1 bzw. mTLR6 verknlpft. C-terminal wurde
ein humanes (h) IgG-Fc-Fragment angefugt.

4.6.2 Expression von T2/1- und T2/6-Fc

HEK293T-Zellen wurden mit p3xFlag-CMV-8/T2/1-Fc  bzw. -T2/6-Fc
Expressionsvektoren transfiziert. 48 h spater wurden Uberstande abgenommen und
unter reduzierenden Bedingungen Uber ein SDS-Gel aufgetrennt. Im Anti-Flag
Western Blot konnten die Banden der Fusionsproteine bei ca. 180 kDa identifiziert
werden (Abb. 4.48). Die T2/1- und T2/6-Fc lie3en sich folglich in Saugerzellen

exprimieren und wurden in l6slicher Form in den Zelliiberstand sezerniert.
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HEK293T-US
T2/1-Fc T2/6-Fc
250 kDa—
148 kDa—
98 kDa—
WB: Anti-Flag

Abb. 4.48: Expression der T2/1- und T2/6-Fc in HEK293T-Zellen

Uberstande von T2/1- und T2/6-Fc HEK293T-Transfektanden wurden 48 h nach ihrer Transfektion im
Western Blot mit einem Anti-Flag Antikbrper analysiert.

4.6.3 Bindung der T2/1- und T2/6-Fc an Lipoteichonsaure

Aufgrund des Mangels an markierten Liganden fur den TLR2/TLR1 bzw.
TLR2/TLR6-Komplex, wurde fiir die Uberpriifung der Bindung an T2/1- und T2/6-Fc
auf einen Bindungs-ELISA zuruckgegriffen. Hierfir wurde LTA auf eine
hochbindende ELISA-Platte fixiert und anschlieRend mit Uberstanden aus T2/1-,
T2/6- oder LPS-Trap-Fc (Kontrolle) produzierenden HEK293T inkubiert. Gebundene
Fusionsproteine wurden mit einem Anti-higG-Fc Antikdrper detektiert. Nur die TLR2-
Fusionsproteine zeigten eine robuste Bindung an LTA, wahrend die LPS-Trap-Fc
erwartungsgemal nicht mit LTA interagierte (Abb. 4.49).
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Abb. 4.49: Bindung der T2/1- und T2/6-Fc an Lipoteichonsé&ure

ELISA-Platten wurden Uber Nacht mit LTA beschichtet und anschlieRend mit serumhaltigen
Uberstanden von T2/1- (rot), T2/6- (griin) oder LPS-Trap-Fc (grau) transfizierten HEK293T-Zellen
inkubiert. Die Detektion der gebundenen Fusionsproteine erfolgte mittels eines Anti-higG Antikorpers,
anschlieBender chromogener Reaktion und Vermessung im ELISA-Reader bei den Wellenlange 450-
540nm.* p<0,001, Mann-Whitney-U-Test, n=16
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4.6.4 T2/1-und T2/6-Fc hemmen die Lipopeptid stimulierte Zellaktivierung

Im néchsten Schritt sollte die biologische Aktivitat der TLR2-Fusionsproteine
im Zellmodell untersucht werden. Hierfur wurden HEK293T-Zellen entweder mit
p3xFlag-CMV-8 alleine oder mit TLR2-Fusionsprotein-haltigen Expressionsvektoren
transfiziert und 48 h mit MM6-Zellen in Transwells kokultiviert. Die Stimulation
erfolgte entweder mit dem diacylierten Lipopeptid Pam,CSK,; (1 und 10 ng/ml,
TLR2/6-Ligand) oder dem triacylierten Lipopeptid PamzCSK4 (0,1 und 1 pg/ml,
TLR2/1-Ligand). Nach 16 h wurden die IL-6 Konzentrationen in den Uberstanden per
ELISA gemessen.

In Anwesenheit von T2/1- und T2/6-Fc zeigte sich eine signifikant niedrigere
Lipopeptid-induzierte 1L6-Sekretion als in kontrolltransfizierten Uberstanden (Abb.
4.50). Die Stimulation mit 0,1 pg/ml Pam3CSK, fuhrte zu keinem messbaren IL-6
Anstieg im Uberstand gegentiber der Kontrolle. Uberraschenderweise konnten die
TLR2-Fusionsproteine die Effekte der Lipopeptide unabhangig von ihrem
Acylierungsgrad hemmen. Dies kbnnte bedeuten, dass der TLR2-Teil alleine fir die
Hemmung verantwortlich war und die jeweiligen nativen, biologisch aktiven TLR-
Heterodimere von dem Fusionsprotein nicht gebildet wurden. Die TLR2-
Fusionsproteine besal3en aber trotzdem grundséatzlich das Potential, eine Lipopeptid-

induzierte proinflammatorische Reaktion in vitro zu hemmen.
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Abb. 4.50: Biologische Aktivitat der T2/1-und T2/6-Fc im Transwell-Modell

T2/1- (rot), T2/6- (grin) oder kontrolltransfizierte (grau) HEK293T wurden mit MM6-Zellen in
Transwells 48 h kokultiviert. Die Stimulation erfolgte mit 1 und 10 ng/ml Pam,CSK, bzw. 0,1 und 1
pg/ml PamzCSK, (iber Nacht. Die IL-6 Konzentrationen im Uberstand wurden anschlieRend mittels
ELISA vermessen. * p<0,05, ** p<0,01, Mann-Whitney-U-Test, n=4 (Kontrolle), n=8 (T2/1- und T2/6-
Fc)
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5 Diskussion

5.1 Modulation der TLR-Signaltransduktion auf Rezeptorebene

Seit es Richard Pfeiffer 1892 gelang, mit hitzestabilen Fragmenten aus Vibrio
cholerae einen septischen Schock in Meerschweinchen auszulésen, wurde intensiv
nach der aktiven Komponente dieses Endotoxins, das spéter als LPS identifiziert
wurde, und seinem Rezeptor gesucht. Erst tber 100 Jahre spater konnte TLR4 als
Rezeptor fur LPS ermittelt werden [21]. Der Einfluss von LPS und damit TLR4 auf
den Pathomechanismus der Sepsis ist heute unbestritten. So I6sen im Menschen
kleinste Mengen an LPS klinische Symptome einer Sepsis aus [153] und TLR4
mutante oder defiziente M&use sind resistent gegen einen LPS-induzierten
Endotoxinschock [21; 154]. So wurden in der Vergangenheit grol3e Anstrengungen
unternommen, die Effekte von LPS zu antagonisieren. Spéatestens in klinischen
Studien zeigte sich aber die Wirkungslosigkeit dieser Substanzen (siehe 1.6.1). Ein
Grund fur das Scheitern dieser Strategien konnte die Fixierung auf mikrobielle
Komponenten sein, deren Antagonisierung nur in der Frihphase einer Sepsis
sinnvoll erscheint. Oft kbnnen aus Sepsispatienten keine positiven Kulturen isoliert
werden, was dafur spricht, dass die Entztindungsreaktion von endogenen Liganden
weitergetragen wird [155]. Ferner erscheint die komplette Blockade von TLRs als ein
zweischneidiges Schwert. So sind die endotoxinresistenten TLR4-mutanten oder -
defizienten M&use hochst anféllig fur Salmonella typhimurium-Infektionen [156]. Im
Verlauf einer Sepsis folgt einer Hyperaktivierung des Immunsystems mit hohen
Serumspiegeln an proinflammatorischen Mediatoren eine Phase der Immunparalyse,
die sich durch erh6hte Reinfektionsgefahr auszeichnet [94; 157]. Durch Kontrolle der
TLR-Signaltransduktion Uber ldsliche Rezeptoren konnten die genannten
Limitationen der bisherigen Behandlungsstrategien umgangen werden: Zum einen
wirden losliche Rezeptoren auch die Effekte von Spéatmediatoren der Entziindung,
die Uber TLRs wirken, hemmen. Auf der anderen Seite kdnnte Uber die kompetitive
Hemmung eine kontrollierte Regulation der TLR-Signalkaskaden erreicht werden.
Die Charakteristika der untersuchten l6slichen TLR4 und TLR2-Fusionsproteine

werden im Folgenden néher diskutiert.
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5.2 Beeinflussung der TLR4-Signaltransduktion durch die LPS-
Trap-Fc

Der Austausch des C-terminalen-His-Markerpeptids durch ein humanes IgG-
Fc-Fragment sollte die Eigenschaften des TLR4/MD-2 Fusionsproteins um folgende
Punkte verbessern [158]: (1) Erhéhung der Aviditat zum Liganden; (2) erleichterte
Isolierung aus Zelliberstadnden tber Protein A oder G-Affinitatschromatographie; (3)
verlangerte Halbwertszeit in vivo und (4) Aktivierung von Effektorzellen durch die Fc-
Region. Zun&chst sollte ein Zellsystem gefunden werden, das die LPS-Trap-Fc in
aktiver Form und in hohen Ausbeuten produziert. Die Produktion in einem
modifizierten Drosophila S2-und im pIRES-Expressionssystem brachte trotz grof3er
Reinheit nach der Isolierung zu geringe Ausbeuten fur den Einsatz im
Tierexperiment. Von der Herstellung in einem prokaryotischen System wurde trotz
sehr hoher Ausbeuten aus mehreren Grinden abgesehen. So werden Proteine von
Bakterien im Allgemeinen nicht glykosyliert. N-Glykosylierungen von TLR4 und MD-2
scheinen aber von entscheidender Bedeutung fir ihre Funktionalitat zu sein [159].
Ferner sind rekombinante Proteine aus prokaryontischen Systemen haufig aufgrund
von Fehlfaltungen weder I6slich noch funktionell aktiv. Ein weiteres grof3es Problem
wére die hohe Endotoxinbelastung von E. coli produzierter LPS-Trap-Fc. Im
Baculovirus-Expressionsystem konnte das Protein schlief3lich in hohen Mengen und
groBer Reinheit produziert werden. Gegenwartig wird zur Vereinfachung der
Produktion ein Insektenzellsystem erprobt, das im Gegensatz zu den S2-Zellen die
Isolierung und die Auslese einzelner Klone erlaubt.

Trotz unterschiedlicher Glykosylierungsmuster besalRen sowohl die in
Insekten- als auch im Saugersystem produzierte native LPS-Trap-Fc die Fahigkeit,
LPS zu binden und den TLR4/MD-2 Komplex zu formen. Die native LPS-Trap-Fc
konnte die Effekte von LPS in einem Transwell-Modell in Analogie zur LPS-Trap-His
[160] oder rekombinanten TLR4 und MD-2 [161] hemmen. Gereinigte LPS-Trap-Fc
hingehen entwickelte aufgrund von Oligomerenbildung keine LPS-Bindungsfahigkeit
und infolgedessen auch keine biologische Aktivitdt gegen LPS. Derartige
Oligomerisierungsphanome traten auch bei der LPS-Trap-His auf und konnten durch
Mutationen des cysteinreichen MD-2 nicht verhindert werden [120]. Damit handelte
es sich bei der Oligomerisierung um Aufreinigungsartefakte, die allerdings im
Gegensatz zur LPS-Trap-His bei der LPS-Trap-Fc nicht durch eine Isolierung tber

eine Saulenchromatographie verhindert werden konnten [120].
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Im Gegensatz zu Chelatierender Sepharose werden die Fusionsproteine aus
Protein G im sauren Milieu eluiert. Deshalb wurden alternative Reinigungsmethoden,
die im neutralen oder leicht basischen Milieu durchgefiuhrt werden kénnen, getestet.
Die Isolierung der mit einem zuséatzlichen 6xHis-Peptid versehenen His-LPS-Trap-Fc
Uber Chelatierende Sepharose oder einer Anionenaustauschersaule fuhrte zum
Erhalt der LPS-Bindungsfahigkeit. Diese alternativen Reinigungsmethoden
bedeuteten aber einen gewaltigen RuUckschritt in Bezug auf die Reinheit der
Proteinfraktionen.

5.3 Untersuchung weiterer Liganden fiur die LPS-Trap

Das immunmodulierende Prinzip der LPS-Trap liegt nicht nur in der
kompetitiven Hemmung von LPS, sondern auch in der Bindung weiterer, zum Telil
auch noch weiterer unbekannter Mediatoren. Da bisher eine grof3e Vielfalt von
Liganden v.a. fur TLR2 und TLR4 beschrieben worden ist [107-109], spricht man von
einer Promiskuitat dieser Rezeptoren. Da viele dieser postulierten Liganden vdllig
unterschiedliche Strukturmerkmale aufweisen und Kontaminationen nicht vollstandig
ausgeschlossen werden konnten, ist ihre direkte Bindung an den jeweiligen TLRs
umstritten [39; 162]. Mit der LPS-Trap konnte die direkte Bindung einiger postulierter
Liganden tberprft werden.

Der antitumorale Naturstoff Paclitaxel aus Taxus brevifolia &hnelt in seiner
Wirkung den Effekten von Endotoxinen. So erhoht die Behandlung von
Mausmakrophagen mit Taxol die TNF-Rezeptordichte und I6st die Ausschittung von
TNF aus, wahrend diese Effekte in C3H/HeJ-Makrophagen ausblieben [163]. Der
TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex ist fur diese Effekte, die im Maus-, nicht aber im
humanen System auftreten, verantwortlich [119]. In Bindungsexperimenten mit der
LPS-Trap konnte zum ersten Mal die direkte Interaktion von Paclitaxel mit dem
TLR4/MD-2-Rezeptorkomplex gezeigt werden. Bisher konnte lediglich die Bindung
von sMD-2 an Paclitaxel nachgewiesen werden [129]. Uber den Mechanismus der
Bindung existieren bisher nur Hypothesen, die hydrophobe Bindungshdhle von MD-2
ist aber grundsétzlich in der Lage, Paclitaxel aufzunehmen [129]. Da sowohl
humanes als auch Maus-MD-2 mit Paclitaxel interagieren [129], durfte das Taxan nur
in Maus-MD-2 eine Konformationsanderung induzieren, die wiederum durch
Heterotetramerisierung von TLR4/MD-2 die Signalkaskade aktiviert. Weiterhin war
die LPS-Trap-Fc in der Lage, eine Paclitaxel induzierte proinflammatorische Reaktion
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von RAW264.7-Zellen hemmen. Diese Erkenntnisse stitzen die Annahme, dass das
Fusionsprotein die naturliche Konformation des TLR4/MD-2 Rezeptorkomplexes
bildet und eine kompetitive Hemmwirkung gegeniber membranstandigen
Rezeptoren entwickelt.

Wahrend der Isolierung von rekombinanten Adenoviren lber adsorbierende
Membranen konnte festgestellt werden, dass nur etwa 10% des Titers an Ad-LPS-
Trap-Fc im Vergleich zu Ad-B-Gal gewonnen werden konnten. Daher wurde der
Frage nachgegangen, ob die LPS-Trap-Fc(Ad), die reichlich im Uberstand Ad-LPS-
Trap-Fc infizierter Zellen vorlag, die Adenoviren fir die Adsorption maskierte.
Proteine des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV) [131] und des Respiratory-Syncytial-
Virus (RSV) [130] aktivieren spezifisch TLR4-Signalwege. Ferner konnten
Hullproteine des Maus-Mammatumor-Virus (MMTV) mit TLR4 aus Zelllysaten
koimmunprazipitiert werden [132]. Die Aktivierung von TLR4 durch Viren erscheint
konsequent, da durch den TRIF-Signalweg auch eine starke antivirale Immunantwort
induziert wird [131]. In Koimmunprazipitationsexperimenten mit Ad-p-Gal und
gereinigter LPS-Trap-His konnte jedoch dberraschenderweise keine direkte
Interaktion zwischen Virus und Fusionsprotein beobachtet werden. Es besteht
dennoch die Moglichkeit, dass durch die LPS-Trap-Fc die Membran direkt maskiert
wurde. Da der Aufbau und Zusammensetzung der Membran vom Hersteller
geschitzt sind, konnten keine weiteren Erkenntnisse Uber das beobachtete
Ph&nomen gewonnen werden.

Die Interaktion der LPS-Trap mit Entziindungsmediatoren der Sepsis sollte
das postulierte Wirkprinzip des Fusionsproteins bestatigen. HMGB1 wurde
ursprunglich als DNA-bindendes Protein, das zur Stabilitat von Nukleosomen und zur
Transkription beitragt, beschrieben. Dariiber hinaus wird es aber auch von
Monozyten und Makrophagen nach der Stimulation mit LPS, TNF oder IL-1
sezerniert und von nekrotischen Zellen freigesetzt [133; 164]. Uber fluorescence
resonance energy transfer (FRET)-Analyse konnte lediglich die hohe raumliche Nahe
von TLR4 mit und HMGB1 gezeigt werden [136]. Uber die Immunprazipitation von
humanem HMGB1 durch gereinigte LPS-Trap-His war es moglich, die direkte
Interaktion von Ligand und Rezeptor nachzuweisen. Die Immunprazipitation von
HMGB1 durch TLR4 aus Zelllysaten TLR4-transfizierter HeLa-Zellen bestatigt diese
Ergebnisse [165]. Die Assoziation von HMGB1 mit TLR4/MD-2 scheint aber deutlich
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geringer als die von LPS. So konnte LPS (~15,8 kDa) bereits in zweifachem molaren
Uberschuss HMGBL1 (31 kDa) aus seiner Bindung vollstandig verdrangen.

HMGB1 spielt als Gefahrsignal eine gewichtige Rolle in der Pathogenese
einer Sepsis. So erhéhen sich HMGB1-Spiegel im Serum erst 24 h nach der
Verabreichung von LPS. Weiterhin konnte ein Endotoxinschock von Mausen durch
die Gabe eines Anti-HMGB1-Antikdrpers 2 h nach der Injektion einer todlichen Dosis
LPS verhindert werden [133]. Sepsis-Patienten weisen erhohte HMGBI1-
Serumspiegel auf, die mit der Sterberate korrelieren [93]. Die Bindung dieses
Spatmediators der Entzindung bestéatigt damit das postulierte Konzept und das
breitere Wirkprofil der LPS-Trap im Vergleich zu spezifischen Antikdrpern gegen
Entziindungsmediatoren.

In einem weiteren Ansatzpunkt konnte die LPS-Trap fur die Untersuchung der
Bindung freier Fettsduren genutzt werden. Diabetes ist charakterisiert durch
Adipositas, Insulinresistenz und einem Zustand chronischer Entziindung. TLR4
scheint eine zentrale Rolle in der Verbindung von Entziindung und Diabetes zu
spielen [166]. So lbsen gesattigte Fettsauren in Makrophagen die TLRA4-
Signalkaskade aus, wahrend mehrfach ungesattigte Fettsauren eine hemmende
Wirkung besitzen [167]. Freie Fettsduren fliihren auch in Adipozyten Uber TLR4 zu
einer Entziindungsreaktion [139; 140]. Aufgrund der Ahnlichkeit zu Lipid A-
Fettsauren wurde eine direkte Aktivierung von TLR4/MD-2 durch freie Fettsaduren
postuliert [168]. Weder in Bindungsassays mit **C-markierten Fettsauren noch in
Verdrangungsexperimenten Uber Immunprazipitation oder ELISA konnte eine
robuste Bindung der untersuchten Fettsauren beobachtet werden. Dies bestétigte
sich auch fir die im Lipid A von E. coli natirlich vorkommenden Lauryl- und
Myristinsauren. Eine lediglich schwache Hemmung der LPS-Bindung konnte durch
die mehrfach ungesattigten Eicosapentaen— und Linolsdure im 1000-fach molaren
Uberschuss festgestellt werden. Im Falle der Linolsaure erreichte diese Verdrangung
statistische Signifikanz. Eine direkte Auslésung der Signalkaskade von TLR4 durch
freie Fettsauren tber MD-2 erscheint durch das Fehlen eines definierten und fur die
Aktivierung von TLR4 unerlasslichen Protein- oder Zuckerrickgrats [31; 37], zwar
unwahrscheinlich, es kann aber durch die Verdrangungsexperimente nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, dass freie Fettsauren mit niedriger Aviditat
tatsachlich an TLR4/MD-2 binden und dadurch die Signalkaskade initiieren. Fir eine

physiologische Wirkung ware dies vollkommen ausreichend, da lokal sehr hohe
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Fettsaurekonzentrationen erreicht werden kdnnen, wéhrend das fur TLR4 hochaffine
LPS nur in geringsten Mengen im Falle einer Infektion im Organismus auftritt. Des
Weiteren kdonnten Fettsauren unabhéngig von der Interaktion von LPS mit TLR4/MD-
2 in Analogie zu TLR2 an andere hydrophobe Domanen von TLR4 binden.

5.4 TLR4/MD-2-hlgG-Fc als Opsonin fur Gram-negative Bakterien

Durch den Austausch des C-terminalen 6xHis-Markerpeptids mit einem
humanen IgG-Fc Fragment erlangen die TLR4/MD-2-Fusionsproteine Antikorper-
ahnliche Eigenschaften. Antikorper konnen als bifunktionelle Molekile betrachtet
werden: Mit ihren variablen Domé&nen binden Antikdrper an ihr Antigen, wéahrend der
Fc-Teil fur die Effektorfunktionen verantwortlich ist. Das Antigen wird so einerseits in
seiner Wirkung neutralisiert, andererseits fir das Immunsystem sichtbar gemacht.
Diesen Vorgang bezeichnet man als Opsonisierung. Die Fc-Region vermittelt zwei
Hauptmechanismen fur die Elimination von Pathogenen. Die Bindung an Fc-
Rezeptoren fuhrt zur Phagozytose und Eliminierung des Antigens durch
Makrophagen oder neutrophile Granulozyten und zur Lyse durch NK-Zellen. Des
Weiteren wird durch das Fc-Fragment der klassische Weg der Komplementkaskade
aktiviert, was erhthte Opsonisierung und schliel3lich die Lyse des Pathogens zur
Folge hat.

Da die Effektorfunktionen des Fc-Teils isotypspezifisch sind, wurden
zusatzlich Fusionsproteine mit C-terminalen humanen 1gG2-, 1gG3- und 1gG4-Fc
konstruiert. Diese konnten erwartungsgemald wie die IgGl-Variante als l6sliche
Proteine von HEK293T-Zellen produziert werden und besal3en die Fahigkeit LPS zu
binden und zu neutralisieren.

Eine Grundvoraussetzung fir eine effektive Auslosung von Effektorfunktionen
ist die Assoziation der LPS-Trap-Fc an Pathogene. Aufgrund der hohen LPS-
Konzentration in der Umgebung Gram-negativer Bakterien wurde postuliert, dass die
LPS-Trap an bakterielle Oberflachen binden kdnnte. Diese Hypothese bestétigte sich
durch den Nachweis der Bindung von gereinigter LPS-Trap-His an E. coli. Diese
Bindung zeigte eine Dosisabhangigkeit und konnte durch die Vorinkubation des
Fusionsproteins mit LPS neutralisiert werden. Somit schien die Bindungstasche von
MD-2 fir die Interaktion mit der bakteriellen Oberflache verantwortlich. Mit LPS-Trap-
Fcl-haltigen Uberstanden konnte die Bindung sowohl (iber eine FACS-Analyse mit

hitzeinaktivierten E. coli als auch an lebenden Bakterien in einem ,bakteriellen
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ELISA” bestéatigt werden. Erstaunlicherweise zeigte die LPS-Trap-Fc die beste
Bindung an S. aureus, der als Gram-positiver Stamm Utber kein LPS in der Zellwand
verfugt. Dieses Ergebnis ist durch die besondere Oberflachenstruktur von S. aureus
erklarbar: Eine Reihe von Oberflachenmolekuilen ist in der Zellwand von S. aureus
verankert, unter anderem das Protein A [169]. Dieses Protein besitzt funf IgG
bindende Doméanen und interagiert mit der Fc-Region von Antikérpern [170]. Durch
diese ,seitenverkehrte* Bindung wird die Opsonisierung des Bakteriums verhindert.
Die starke Bindung an S. aureus kann folglich als eine Kontrolle fur eine Bindung mit
hoher Affinitat betrachtet werden. Daher scheint es nicht Uberraschend, dass die
Affinitdt der LPS-Trap-Fc zu E. coli geringer ausféllt. Ein weiterer Gram-positiver
Stamm, B. subtilis, zeigte keine Assoziation mit der LPS-Trap-Fc. Im bakteriellen
ELISA konnte dartber hinaus auch eine Sattigung der Bindung erreicht werden. Die
LPS-Trap bindet folglich dosisabhangig und spezifisch tber MD-2 an Gram-negative
Bakterien. Diese Resultate stehen im Einklang mit zwei veroffentlichten
Untersuchungen Uber die Opsonisierungseigenschaften von loslichem MD-2 [171;
172]. Tissieres et al konnten zeigen, dass rekombinantes humanes MD-2
dosisabhangig an E. coli, aber nicht an B. subtilis bindet. Jain et al konnten
nachweisen, dass rekombinant hergestelltes und l6sliches MD-2 aus humanem
Serum mit Yersinia pestis und Neisseria meningitis interagierte. Eine Assoziation mit
dem unverkapselten Gram-positiven Stamm Streptococcus agalactiae und einer
LPS-negativen Mutante von Neisseria meningitis blieb hingegen aus. LPS scheint
also der entscheidende Faktor fur die Bindung von MD-2 zu sein. Dartber hinaus
konnte bakteriell gebundenes MD-2 Uber |8sliches TLR4-Fc detektiert werden [172].
Demzufolge werden die fur die Bindung von TLR4 kritischen Regionen von MD-2
durch die Assoziation mit der bakteriellen Oberflache nicht maskiert.

Trotz des mehrfachen Nachweises einer Bindung von MD-2 an Gram-negative
Bakterien tUber LPS, bleibt der Mechanismus dieser Interaktion unklar. LPS bildet
einen integralen Teil der aulReren Membran von Gram-negativen Bakterien. Der Lipid
A-Rest von LPS dient als hydrophober Anker und bildet zusammen mit
Phospholipiden eine Lipiddoppelschicht [173]. In einer intakten Zellwand ragt somit
nur der Polysaccharidanteil aus dem Bakterium heraus, wahrend das bioaktive Lipid
A fir seinen Bindungspartner MD-2 maskiert bleibt. Da fir die Bindung von LPS vier
der normalerweise sechs Acylketten ausreichend sind [31; 37], argumentieren Jain et

al, dass MD-2 nur einen Teil der Acylketten bindet, wahrend die zwei verbleibenden
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die Verankerung in der Zellwand aufrechterhalten [172]. Dies erscheint bei genauerer
Betrachtung zumindest bei lebendigen Bakterien mit intakter Membran allein aus
sterischen Grinden unwahrscheinlich. Aul3erdem wirden die Acylketten durch die
groBen Kohlenhydratreste der Kern-Oligosaccharide und des O-Antigens sterisch
maskiert werden. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass dissoziiertes LPS von
lysierten Bakterien Uber seine Zuckerketten mit der Polysaccharidhille von
lebendigen Bakterien assoziiert und so der LPS-Trap die Lipid A-Region prasentiert.

Der Nachweis einer tatsédchlichen Opsonisierungsfunktion der LPS-Traps-Fc1-
4 stellte den nachsten logischen Schritt der Untersuchungen dar. Phagozyten
werden vor allem durch IgGl und IgG3-Antikérper, die an spezifischen Fcy-
Rezeptoren (Fcy R) binden, aktiviert. Auf Makrophagen und Neutrophilen sind unter
anderem der hochaffine Fcy RI (CD64) und der niedrigaffine Fcy RIl (CD32) auf der
Zelloberflache préasent. Die Bindung an Fcy R I0st vielféaltige Effekte in Phagozyten
zur Beseitigung von Pathogenen aus. Um unspezifische Entziindungsreaktionen und
Gewebsschaden zu vermeiden, ist eine Differenzierung zwischen den Pathogen-
gebundenen und unzéahligen freien Antikdrpern unerlasslich. Die Rezeptoren werden
daher nur durch aggregierte oder multimerisierte Antikdrper-Antigen-Komplexe
aktiviert, die zu einer Vernetzung der Fcy R fuhren [145]. Mit der nachgewiesenen
Bindung der LPS-Trap-Fc an Gram-negative Bakterien konnte daher nicht
automatisch auf Vermittlung von biologischen Effekten durch die Fc-Region
geschlossen werden.

Die LPS-Trap-Fcl zeigte gegenuber unspezifischen IgGs im zeitlichen Verlauf
eine deutliche Erhdhung der Phagozytoseaktivitat von opsonierten, fluoreszenten E.
coli-Partikeln. Die Konzentration in Zelliberstanden war daher ausreichend, um auf
den Partikeln LPS-Trap-Fc-Aggregate zu formieren. Die Effekte erreichten bereits
nach 20 min ihren HoOhepunkt, wahrend die Phagozytoserate unspezifisch
opsonisierter Partikel selbst nach 60 min unter dem Niveau von LPS-Trap-Fcl
opsonisierten Partikeln blieb. Eine Opsonisierung mit LPS-Trap-Fcl fuhrte demnach
zu einer schnelleren und effektiveren Phagozytose.

Im Vergleich der LPS-Trap-Fcl-4 und der LPS-Trap-His bestatigte sich die
Isotypspezifitat der Phagozytosemodulation basierend auf der Affinitat zu den Fcy R
(1gG1>1gG3>>1gG4>1gG2, [143]). Die LPS-Trap-Fc 1 gefolgt von der LPS-Trap-Fc3
erhohten die Phagozytoserate am starksten, wahrend LPS-Trap-Fc4 und LPS-Trap-

Fc2 opsonsierte Partikel vergleichbar zu den Kontrollen phagozytiert wurden. Die



Diskussion 119

LPS-Trap-His flhrte trotz einer effektiven Bindung an Bakterien wie erwartet zu
keiner Modulation der Phagozytoseaktivitat. Dies korreliert mit den Untersuchungen
von Jain et al, die nachweisen konnten, dass die erhohte Phagozytoseaktivitat von
MD-2 opsonisierten Bakterien auf der Aktivierung der TLR4-Signalkaskade beruht
[172].

Der klassische Weg des Komplementsystems wird zum Schutz des gesunden
Organismus ebenfalls nur durch Antigen-Antikdrper-Komplexe ausgelost. Die
Aktivierung der ersten Komponente C1q erfolgt nur, wenn mindestens zwei IgG-
Molekile maximal 30 bis 40 nm voneinander entfernt sind [149]. In einem
Komplementaktivierungsassay zeigte sich, dass LPS-Trap-Fcl und -Fc3
opsonisierte Bakterien in einem hoheren MalRe von Komplement lysiert werden als
LPS-Trap-Fc2, -Fc3 und —His behandelte Bakterien. Damit konnte auch die Wirkung
der LPS-Trap-Fc Opsonisierung auf lebendige Bakterien gezeigt werden. Einen
direkten Einfluss der Fusionsproteine auf das Wachstum von Gram-negativen
Bakterien konnte zuvor bereits ausgeschlossen werden.

Neben den Oberflachen-gebundenen LPS-Trap-Fc Multimeren konnten
eventuell auch geldste LPS-Trap-Fc Aggregate eine zusétzliche Effektorfunktion tber
die Fc-Region auslosen. Ebenfalls nicht geklart ist wie sich geloste, singulare LPS-
beladene LPS-Trap-Fc Molekile verhalten. So binden Iosliche CD4-hlgG1-Fc
Fusionsproteine mit ebenso hoher Affinitat an Fcy R wie humanes 1gG1 [158].
Monomere IgGs werden durch Fcy R zwar gebunden und internalisiert, aber nicht
weiter prozessiert. Die Rezeptor-lgG Komplexe rezirkulieren anschlie3end relativ
schnell wieder an die Zelloberflache [174].

Insgesamt bleibt die Frage, ob aktivierende Effekte auf Komplement und
Phagozytose im Fall einer Sepsis uberhaupt wiinschenswert waren. Einerseits
konnte dies zu einer schnelleren Beseitigung der bakteriellen Infektionsherde fuhren.
Die Polysaccharidkapsel Gram-negativer Bakterien schitzt diese vor Phagozytose
und Komplement-vermittelter Lyse [175]. Dieser Schutz wird erst in der adaptiven
Phase der Immunantwort nach frihestens drei Tagen durch Kapsel-spezifische
Antikorper Uberwunden. Die LPS-Trap-Fc konnte diese ,Opsonisierungslicke”
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort schliel3en. Andererseits fuhrt die
erhbhte Aktivierung von Komplement und Phagozyten zu einer erhdhten
Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies,
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die eine weitere Intensivierung der Entziindungsreaktion bewirken konnten. In einem
solchen Fall missten die inaktiven LPS-Trap-Fc2 oder —Fc4 eingesetzt werden.

Die Fc-Fusionsproteine besitzen somit zumindest in vitro eine multimodale
Funktion. So wird Iosliches LPS aus lysierten Bakterien neutralisiert, Gram-negative
Bakterien opsoniert und ihre Phagozytose vermittelt und durch die

Komplementaktivierung die Bakterien direkt eliminiert (Abb. 5.1).

LPS-Trap-Fc
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Abb. 5.1: Multimodale Funktion der LPS-Trap-Fc

5.5 Modifizierung der LPS-Trap-Fc

Durch die Modifizierung der LPS-Trap-Fc sollten sowohl die bescheidenen
Proteinausbeuten erhoht, als auch die Wirkung des Fusionsproteins optimiert
werden. Die LPS-Trap-Fc bot hierfur zwei Ansatzpunkte. Der erste Punkt umfasste
die Reduzierung der LPS-Trap-Fc auf ihre pharmakologisch notwendigen
Bestandteile. Die Mdglichkeit der Verkleinerung von MD-2 wurde verworfen, da fur

die effektive Bindung von LPS entscheidende Aminosauren Uber die gesamte
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Sequenz verteilt sind [150]. Uber Koimmunprazipitationsexperimente wurde
nachgewiesen, dass die N-terminale Region von TLR4 ebenfalls unverzichtbar flr
die Assoziation mit MD-2 ist [35; 151], wahrend tUber TLR4-Mutanten mit gekulrzten
C-Termini (A AS 321-637) noch MD-2 koimmunprazipitiert werden konnte [35].
Dementsprechend wurden mit der LPS-Trap-FcM (A AS 410-627) und LPS-Trap-FcS
(A AS 350-627) zwei am C-Terminus verkilrzte Varianten des Fusionsproteins
generiert. Die verkirzten Varianten konnten in l6slicher Form in Zelluberstande
sezerniert werden und besal3en die Fahigkeit, LPS zu binden. Im Gegensatz zur
LPS-Trap-Fc konnte die LPS-Bindung aber nicht durch einen TLR4/MD-2-Antikorper
neutralisiert werden. Folglich wurde der native TLR4/MD-2 Komplex nicht gebildet.
Die LPS-Bindung war erwartungsgemalf3 nicht stabil genug, um einen Hemmeffekt
gegenuber membranstandigen TLR4/MD-2 im Transwell-Modell zu erreichen. Dies
l&sst den Schluss zu, dass die demonstrierte Bindung von LPS ausschlie3lich tber
MD-2 (Kp=65 nM [32]) erfolgte und nicht tber den TLR4/MD-2 Komplex (Kp=3-10 nM
[176; 177]) stabilisiert wurde. Die schwéchere Bindung von LPS durch die verkirzten
Fusionsproteine im Vergleich zur LPS-Trap-Fc in einem Bindungsassay unterstrich
diese Schlussfolgerung.

Der extrazellulare Teil von TLR4 kann in eine N-terminale, Zentral- und C-
terminale LRR-Domane eingeteilt werden. Im Kristallstrukturmodell konnte die
Annahme Dbestéatigt werden, dass MD-2 im Bereich der N-terminalen und
Zentraldoméne mit TLR4 wechselwirkt [37]. Da beide verkirzten Varianten noch tber
die komplette N-terminale und Zentral-LRR-Domé&ne verfligten, ware zu erwarten,
dass sich der TLR4/MD-2 Komplex bildet. Die schlechten Bindungseigenschaften
kénnen daher nur durch den Verlust des LRRCT (leucine rich repeat C-terminal, AS
580-629)-Moduls erklart werden. Alle natirlichen LRR-Proteine verfigen an ihren
jeweiligen Enden Uber zwei cysteinreiche spezialisierte Module, LRRNT und LRRCT.
Diese bedecken den hydrophoben Kern der restlichen LRR-Module und stellen
unersetzbare strukturelle Bestandteile dar [37; 178], deren Verlust zu
Einschrankungen in der Funktionalitdt fihrt. Da Verkirzungen der LPS-Trap-Fc
darUber hinaus noch Effekte auf weitere Liganden fur TLR4 besitzen konnten, wurde
von weiteren Modifikationen abgesehen, um das Wirkprofil nicht einzuschrénken.

In einem zweiten Ansatz zur Modfikation wurde versucht, Uber die
Verlangerung des Linkers einen verbesserten TLR4/MD-2 Komplex zu schaffen. Der

Polypetid-Linker der LPS-Trap wurde willkirlich gewahlt und bereits flr andere
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Fusionsproteine erfolgreich verwendet [179]. Eine Verlangerung des Linkers um 15
AS (LPS-Trap-Fc(30AS)) brachte trotz der relativ groRen Entfernung des MD-2 N-
Terminus vom TLR4 C-Terminus [37] nur eine schwache Steigerung der LPS-
Bindung. Weiterhin scheinen die IgG-Fc-Doméanen keinen stérenden Einfluss auf den
TLR4/MD-2 Komplex auszutiben, da der Einbau eines 15 AS-Polypeptid Linkers
(LPS-Trap-L-Fc) zu keiner signifikanten Verbesserung der LPS-Bindung fuhrte. Eine
schwache Steigerung der LPS-Bindungsaffinitdit konnte mit der LPS-Trap-L-
Fc(30AS) erreicht werden; es bleibt aber zu Uberprifen, ob diese Effekte Einfluss in
biologischen Modellen besitzen.

Das verwendete Polypeptid besteht hauptsachlich aus der Aminoséure Glycin,
die aufgrund fehlender Reste dem Linker gré3tmoglichste Flexibilitat verleiht und so
die Bildung des TLR4/MD-2 Komplexes ermoglicht. Ein unflexibler Linker mit
optimierter Lange, der den Komplex aus TLR4 und MD-2 durch die raumliche
Anné&herung ,erzwingen“ wirde, ware die effektivste Losung fur das Fusionsprotein.
Ein derartiges Polypeptid musste aber zunéachst mit Hilfe der inzwischen bekannten
Kristallstruktur von TLR4/MD-2 [180] im Proteindesign erstellt werden.

5.6 Charakterisierung und Einsatz der LPS-Trap-Fc(Ad)

Die Isolierung der LPS-Trap-Fc UUber Protein G fihrte zu einem
Aktivitatsverlust aufgrund von Oligomerenbildung. Durch alternative
Reinigungsmethoden konnte zwar die LPS-Bindungsfahigkeit erhalten, aber nicht die
notwendige Reinheit der Proteineluate erzielt werden. Daher wurde die Mdglichkeit
untersucht, die LPS-Trap-Fc durch ein rekombinantes Adenovirus (Ad-LPS-Trap-Fc)
zu gewinnen. Durch die Produktion im eigentlichen Versuchstier konnte auf ein
aufwendiges Reinigungsverfahren verzichtet werden und das Fusionsprotein in
aktiver Form und ohne weitere Endotoxinkontaminationen eingesetzt werden. Die
Eigenschaften der LPS-Trap-Fc(Ad) in Hinsicht auf LPS-Bindung und biologischer
Aktivitat deckten sich in vitro mit der konventionell hergestellten LPS-Trap-Fc. Um
einen Einfluss der Virusinfektion auf das Versuchsmodell zu vermeiden, war
zunachst beabsichtigt, die LPS-Stimulation der Versuchstiere frilhestens am 7. Tag
p.i. durchzufihren. Das Maximum der LPS-Trap-Fc Konzentration im Serum
infizierter Mause wurde aber bereits am Tag 4 p.i. erreicht, danach sanken die
Serumspiegel kontinuierlich. Dieser schnelle Rickgang kann auf zwei potentielle
Ursachen zuriickgefuhrt werden. Bereits am Tag 7 p.i.. konnten im Serum LPS-Trap-
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Fc spezfische Antikérper nachgewiesen werden. Sowohl der kunstliche Linker
zwischen TLR4 und MD-2 als auch die humane IgG-Fc-Region kdnnten als starkes
Immunogen wirken. Daher wurde der Serumspiegelverlauf der LPS-Trap-Fc(Ad) in T-
und B-Zell defizienten SCID-Mausen untersucht. Uberraschenderweise konnte hier
bereits nach einem Tag ein Rickgang der LPS-Trap-Fc(Ad)-Serumkonzentrationen
beobachtet werden. Demnach sind auch andere Effekte fur den schnellen Verlust
des Fusionproteins im Serum verantwortlich. Trotz der Unfahigkeit sich zu vermehren
sollten die Adenoviren langer in den Mausen persistieren und kontinuierlich
Fusionsprotein nachproduzieren. So konnten virale Vektorsequenzen bis zu einem
Jahr und virale Proteinproduktion bis zu 30 Tagen in M&usen nachgewiesen werden
[181]. Der rasche Ruckgang der Plasmaspiegel ist daher sowohl auf einen schnellen
Abbau oder zellularen Aufnahme des Fusionsproteins als auch auf die Einstellung
der viralen Proteinproduktion zurtickzuftihren.

Als Kompromiss wurde die LPS-Stimulation am Tag 4 p.i. in CD-1 M&usen
vorgenommen. Erstaunlicherweise zeigten Ad-LPS-Trap-Fc-infizierte Mause hdhere
TNF und MCP-1 Spiegel als kontrollinfizierte Tiere. Dies steht im Gegensatz zum
erfolgreichen Einsatz der LPS-Trap-His in einem analogen Entziindungsmodell [120]
und von sSTLR4 und sMD-2 in einem Lungenentziindungsmodell [182]. Die
Wirksamkeit eines Ioslichen Rezeptors basiert im Prinzip auf dem
Massenwirkungsgesetz und hangt von vier Parametern ab [180], die diese

widerspruchlichen Erkenntnisse erklaren kénnten:

1. Konzentration des Liganden: Mit 1 ug LPS (ca. 50 pg/kg) wurde relativ wenig
LPS appliziert. Es ist unwahrscheinlich aber nicht ausgeschlossen, dass
hohere Mengen die Wirkung der LPS-Trap-Fc erst zum Tragen bringen.

2. Konzentration des loslichen Rezeptors: Die Serumkonzentration der LPS-
Trap-Fc(Ad) war im Adenovirenmodell nur schlecht reproduzierbar. Mit dem
Einsatz von rekombinant hergestelltem Fusionsprotein kdnnte man definierte
Mengen einsetzen. Aus Untersuchungen mit loslichen TNF-Rezeptoren ist
bekannt, dass zu niedrige Konzentrationen von sTNF-R zu verstarkten TNF-
Effekten flahrt [183]. Dieses Phdnomen kénnte auch auf die LPS-Trap-Fc
zutreffen.

3. Stochiometrie des Liganden/Rezeptor-Komplexes: Die Stéchiometrie von
TLR4/MD-2 zu dem TLR4-Antagonisten Eritoran betragt 1 zu 1 [37].
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Dementsprechend durfte die LPS-Trap-Fc zwei Moleklle LPS binden. Sollte
dies z.B. aus sterischen Grinden nicht mdglich sein, ergébe sich fur die LPS-
Trap-Fc  gegenuber der LPS-Trap-His ein deutlich schlechteres
Masse/Wirkungsverhéltnis. Dies hatte zur Folge, dass unverhéltnismaliig
groBe Mengen an LPS-Trap-Fc im Tierexperiment eingesetzt werden
mussten.

4. Dissoziationskonstante des Liganden: Uber die Affinitait von LPS zur LPS-
Trap-Fc im Vergleich zum nattrlichen TLR4/MD-2 Komplex ist nichts bekannt.
Sollte die Affinitat der LPS-Trap-Fc zu LPS deutlich geringer sein, kbnnte das
Fusionsprotein LPS den membranstandigen Rezeptoren prasentieren und

damit dessen Effekte verstarken.

Eine weitere Erklarung konnte die Erhdhung der Bioverflgbarkeit von LPS
durch die LPS-Trap-Fc in vivo darstellen. Diese Effekte werden fiir die paradoxe
Wirkung von rekombinantem I6slichen IL4-R verantwortlich gemacht: Wahrend sIL-
4R die IgE-Antwort in in vitro-Modellen hemmt, wurde diese beim Einsatz von
exogenem IL-4 im Tiermodell dosisabhangig gesteigert [184]. Darlber hinaus ist
Uber die Bioaktivitat der LPS-Trap-Fc im Serum am Tag 4 p.i. nichts bekannt. Im
schlechtesten Fall ist das im Serum vorhandene Fusionsprotein mit endogenen
Liganden - eventuell stimuliert durch die Vireninfektion — komplett beladen und kann
somit kein LPS neutralisieren. Daher sind weitere Tierexperimente mit konventionell
hergestelltem Fusionsprotein in unterschiedlichen Dosen an LPS-Trap und LPS flr

die Klarung der genannten Punkte unerlasslich.

5.7 Modulation der TLR2-Signaltransduktion

Da eine LPS-Hemmung Uber l8sliches TLR4/MD-2 im Prinzip funktioniert,
wurden dartber hinaus noch Mdglichkeiten der TLR2-Modulation untersucht. Als
Rezeptor fur bakterielle Lipopeptide besitzt TLR2 eine Schlisselrolle sowohl in der
Gram-positiven Sepsis als auch bei den haufig vorkommenden Mischinfektionen
unterschiedlicher Erreger. Um das komplette Spektrum an exogenen und endogenen
Liganden effektiv zu hemmen, ist in der Praxis eine Kombinationsbehandlung mit
l6slichen TLR2 und TLR4 angezeigt.

Die bisherige Datenlage lber die Modulation der TLR2-Signaltransduktion durch

l6sliches TLR2 ist widersprichlich. LeBouder et al konnten drei natirlich
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vorkommende l6sliche Varianten von TLR2 (66, 70 und 83 kDa) im menschlichen
Plasma und der Muttermilch identifizieren [118] Bei diesen Varianten handelte es
sich vermutlich um die komplette extrazellulare Domane von TLR2, deren reine
Proteinmasse von 64 auf 84 kDa mit N-Glykosylierungen anwachst [185]. Diese
Polypeptide waren in der Lage die Pam3CSKy-induzierte TNF und IL-8 Sekretion von
MM6-Zellen signifikant zu reduzieren. Ahnliche Ergebnisse konnten mit loslichen
TLR2-Fc Chimaren erzielt werden, die aus der Ektodomé&ne von AS 1 bis 586
bestanden. Ferner reagierten PBMCs mit erhohter IL-8 Sekretion, wenn sie in
l6slichem TLR2-verarmten Serum kultiviert wurden [185]. Fc-Fusionsproteine aus der
extrazellularen Doméane (AS 1-563) von Maus-TLR2 (T2-Fc) zeigten
Uberraschenderweise eine konzentrationsabhangige Erhdhung der Ausschittung von
IL-6 in RAW264.7 [120]. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass Iosliches TLR2-
haltiger Parotisspeichel die IL-8 Produktion auf Stimulation von Pam3zCSK, verstarkt
[186].

Da TLR2 unter anderem Heterodimere mit TLR1 und TLR6 bildet und so
zwischen diacylierten und triacylierten Lipopeptiden differenzieren kann [47; 48],
wurden Fusionsproteine aus den Ektodom&nen von TLR2/TLR1 und TLR2/TLR6
konstruiert. Die Domanen der TLRs wurden Uber einen flexiblen 15 AS-Linker
miteinander verbunden und Uber ein humanes IgG1-Fc dimerisiert (T2/1-Fc bzw.
T2/6-Fc). In Saugerzellen konnten sowohl T2/1-Fc als auch T2/6-Fc als l6sliche
Proteine produziert und in den Uberstand sezerniert werden. Beide Fusionsproteine
besal3en die Fahigkeit, an LTA beschichtete ELISA-Platten zu binden, wahrend die
LPS-Trap-Fc als Kontrolle erwartungsgemaf nicht mit LTA interagierte. Demnach
besitzt LTA die Fahigkeit an beide TLR2-Heterodimere zu binden, obwohl es nur
uber TLR2/TLR6 die Signalkaskade auslost. Ferner konnte die Bindung beider
Fusionsproteine durch Verunreinigungen mit Lipopeptiden erklart werden, die
wahrscheinlich fur die Aktivitat der LTA gegenlber TLR2 verantwortlich sind [39; 43].

MM6, die in T2/1- oder T2/6-Fc-haltigen Medium kultiviert wurden, zeigten
nach der Stimulierung mit Lipopeptiden eine signifikant niedrigere IL-6 Sekretion als
die Kontrollen. Dies korrelierte mit den Untersuchungen von LeBouder et al. Die
widersprichlichen Ergebnisse gegenuber sT2-Fc kdnnen folgendermallen erklart
werden: (1) T2/1- und T2/6-Fc verfugen uber ein anderes Glykosylierungsmuster als
die in S2-Zellen produzierte T2-Fc. Es gibt zwar keine Untersuchungen Uber den

Einfluss der Glykosylierung auf die Ligandenerkennung, zumindest ist aber ihre
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Bedeutung fur die Biosynthese und Sekretion von TLR2 bekannt [185]. (2) T2/1- und
T2/6-Fc wurden in nativer Form in Uberstanden eingesetzt, T2-Fc hingegen (ber
Protein A gereinigt. Die Reinigung konnte zu Oligomerbildung analog zur LPS-Trap-
Fc oder anderen Storungen der natirlichen Konformation gefuhrt haben. T2-Fc
alleine stimulierte die IL-6 Sekretion zwar nur schwach [120], aber auch eine leichte
Kontamination mit bakteriellen Bestandteilen kdnnte einen starken synergistischen
Effekt zusammen mit den applizierten Lipopeptiden bewirken. (3) Fir die
Stimulationsversuche wurden bei LeBouder et al und in diesen Untersuchungen die
humane monozytische Zellinie MM6 benutzt, wahrend in [120] die
Mausmakrophagen-artige Zelllinie RAW264.7 verwendet wurde. Da eine kompetitive
Hemmung immer eine Funktion von Hemmer und Rezeptor darstellt, kdnnte eine
unterschiedliche Oberflachendichte an TLRs im Maus- und humanen System [187]
diese kontraren Ergebnisse erklaren. (4) Losliches TLR2 kodnnte durch
Aggregatbildung mit membranstandigen TLRs die Signaltransduktion positiv
beeinflussen. Diese Aggregatbildung ist fur die T2/1- und T2/6-Fc Fusionsproteine
aufgrund ihrer konstitutiven Heterodimerisierung nicht mehr maoglich.
Uberraschenderweise hemmten T2/1-Fc und T2/6-Fc die synthetischen
Lipopeptide Pam,CSK,; und Pam3zCSK, unabhangig von ihrem Acylierungsgrad. Da
TLR2 mit anderen TLRs vor der Ligandenbindung nur einen losen Verband bildet
[49; 50], gibt es im Gegensatz zu TLR4/MD-2 keine Antikérper gegen diesen
Komplex, um dessen Bildung mit relativ einfachen Mitteln nachzuweisen. Sollten die
Fusionsproteine diese losen Dimere gebildet haben, ist davon auszugehen, dass der
Acylierungsgrad der Lipopeptide keinen Einfluss auf die eigentliche Bindung,
sondern nur auf die Induktion eines Signalkomplexes besitzt. Im Falle, dass diese
losen Dimere aufgrund sterischer Hinderung von vornherein nicht gebildet worden
sind, deutet dies auf eine alleinige Hemmfunktion von TLR2 hin, das im
Kristallstrukturmodell die zwei esterverknipften Acylketten bindet [50]. Sollte dies
zutreffen, misste ein deutlicher Uberfluss an Fusionsprotein gegeniiber den
membranstandigen TLRs vorgelegen haben, da die Assoziationskonstante von
TLR2/Lipopeptid vermutlich unter derjenigen des TLR2/1/Lipopeptid- und
TLR2/TLR6/Lipopeptid-Komplexes liegen dirfte. Exakte Daten Uber die jeweiligen
Bindungsstéarken sind bisher nicht bekannt. Darliber hinaus kann die Selektivitat von
Pam,CSK, fur TLR2/TLR6 in Zweifel gezogen werden, da die Stimulation von B-

Zellen aus TLR1-defizienten, TLR6-defizienten und WT-Mausen mit dem diacylierten
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Peptid Uber einen grélReren Konzentrationsbereich vergleichbare Effekte hervorruft
[188].

Insgesamt betrachtet verfligen TLR2 Fusionsproteine zumindest in vitro tber
das Potential, proinflammatorische Reaktionen zu hemmen. Neueste Erkenntnisse
zeigen eine zentrale Rolle von TLR2 im Pathomechanismus auch der Gram-
negativen Sepsis [189]. Deshalb ware es sinnvoll, eine kombinierte TLR4/TLR2-
Hemmung Uber l6sliche Rezeptoren zu erreichen. Aufgrund der widersprichlichen
Daten Uber die Ligandenpalette und potentiellen Akzessorproteinen erscheint es
jedoch schwierig, sich auf ein l6sliches TLR-Fusionsprotein festzulegen, das

universell die Signaltransduktion tber TLR2 hemmt.
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6 Zusammenfassung

Die bakterielle Sepsis ist trotz intensiver Forschung immer noch eine der
Haupttodesursachen auf Intensivstationen. Im Verlauf einer Sepsis kommt es durch
eine  Uberflutung mit mikrobiellen Produkten zu einer generalisierten
Entzindungsreaktion, die sich gegen den eigenen Organismus richtet. Die Toll-like
Rezeptoren (TLR) 4 als Sensor fir Lipopolysaccharide (LPS) und TLR2 als Rezeptor
fur Lipopeptide spielen eine Schliisselrolle in der Auslosung dieser Uberreaktion. Mit
der Absicht die Antwort auf das gesamte Ligandenspektrum von TLR4 und TLR2 zu
modulieren, wurden Iosliche TLR-Fusionsproteine konstruiert.

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass sich eine LPS-induzierte
Entziindungsreaktion sowohl in vitro als auch in vivo durch I8sliche TLR4/myeloid
differentiation-2 (MD-2)-Fusionsproteine (LPS-Trap-His) hemmen lie3. Um das
Potential der LPS-Trap zu erweitern, wurde das C-terminale His-Peptid durch ein
humanes IgG-Fc-Fragment (hlgG-Fc) ersetzt (LPS-Trap-Fc). Das Fc-Fragment sollte
zu erleichterter Isolierung, zu langeren Serumhalbwertszeiten und zu biologischen
Sekundareffekten fuhren.

Die LPS-Trap-Fc war in der Lage, LPS zu binden und den fur die effektive
Bindung von LPS essentiellen TLR4/MD-2 Komplex zu bilden. Weiterhin konnte
durch das Fusionsprotein eine LPS-induzierte proinflammatorische Reaktion in
MonoMac 6-Zellen effektiv. gehemmt werden. Das Potential universell TLR4-
Liganden zu binden, konnte mit weiteren Liganden fir TLR4 bestatigt werden. Die
direkte Bindung und Hemmung von Paclitaxel bestétigte die mit membranstandigem
TLR4/MD2  vergleichbaren Bindungseigenschaften des Fusionsproteins.
Dartiberhinaus band die LPS-Trap direkt High mobility group box 1 (HMGBL1), das
wéahrend einer Sepsis als Spatmediator zum Entzindungsgeschehen beitragt.

In Bindungsstudien konnte nachgewiesen werden, dass die LPS-Trap-Fc
spezifisch tber MD-2 an die Oberflachen Gram-negativer Bakterien bindet und somit
antikorperahnliches Potential besitzt. Mit verschiedenen Isotypvarianten der LPS-
Trap-Fc war es moglich, die Phagozytose von Escherichia. coli—Partikeln und die
Komplementaktivitdt gegen lebende E. coli zu modulieren. Das IgG-Fc Fragment

entwickelte folglich biologische Aktivitat und fihrte zu Sekundareffekten.
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Die Optimierung des Fusionsproteins in Hinsicht auf Ausbeuten und Wirkung
stellte ein weiteres Ziel dar. Mit den verkleinerten Varianten LPS-Trap-FcM und -FcS
konnten deutlich héhere Ausbeuten erzielt werden. In weiteren Untersuchungen
stellte sich aber heraus, dass die LPS-Trap-FcM und —FcS trotz nachgewiesener
Bindung von LPS den TLR4/MD-2 Komplex nicht mehr bildeten und demzufolge in
vitro keine Hemmwirkung gegen LPS entwickelten. Ferner fuhrten Modifikationen am
Linker-Polypeptid zwischen TLR4 und MD-2 zu keiner wesentlichen Verbesserung
der LPS-Bindung.

Da uber Protein G gereinigte LPS-Trap-Fc aufgrund von Oligomerenbildung
biologisch inaktiv war, wurde flr den Einsatz im Tiermodell ein LPS-Trap-Fc
produzierendes Adenovirus (Ad-LPS-Trap-Fc) verwendet. Die
Fusionsproteinkonzentration im Mausserum verringerte sich innerhalb kirzester Zeit
ungewohnlich schnell, was sowohl auf einen schnellen Abbau als auch eine
inadaquate Produktion des Fusionsproteins hinwies. Eine LPS-Stimulation von Ad-
LPS-Trap-Fc infizierten CD-1 Ma&ausen fiuhrte Uberraschenderweise zu erhdhten
Zytokinspiegeln gegenuber kontrollinfizierten Tieren. Weitere Untersuchungen mit
konventionell hergestellten Fusionsproteinen sollen die widersprichlichen in vivo-
Daten der LPS-Trap-His und —Fc klaren.

Um eine komplette Abdeckung von exogenen und endogenen Stimulatoren in
Kombination mit der LPS-Trap zu erreichen, wurden TLR2/TLR1- (T2/1-Fc) und
TLR2/TLR6- (T2/6-Fc) hlgG-Fc Fusionsproteine konstruiert. Durch diese sollte eine
gezielte Hemmung von diacylierten (T2/6-Fc) und triacylierten (T2/1-Fc) Lipopeptiden
Gram-positiver Bakterien erreicht werden. Beide Fusionsproteine waren in der Lage
an LTA-beschichtete Platten zu binden. Die Hemmung einer Pam,CSK, und einer
Pam3;CSK, stimulierten Entziindungsreaktion konnte unabhéngig vom verwendeten
Fusionsprotein erzielt werden. Das Prinzip der Hemmung durch l6sliche Rezeptoren
ist demzufolge auch auf TLR2 tbertragbar.

TLR-Fusionsproteine  besitzen somit das grundsatzliche Potential,
proinflammatorische Reaktionen zu modulieren. Zusétzlich zur Neutralisierung von
TLR4-Liganden entwickelt die LPS-Trap multifunktionale Aktivitdt durch die
Forderung von Phagozytose und Komplementaktivierung. Die Natur der in vivo
Wirkung muss zukinftig in weiteren Versuchen mit konventionell hergestellten

Proteinen genauer charakterisiert werden.
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7 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TLR-Fusionsproteine
das Potential besitzen, entziindliche Reaktionen zu modulieren. Die LPS-Trap stellt
somit prinzipiell einen Ansatzpunkt fir die Therapie von Infektionskrankheiten dar.

Die LPS-Trap-Fc besitzt in vitro vergleichbare Eigenschaften wie die bereits
untersuchte LPS-Trap-His. Der Einsatz im Tiermodell zeigte aber, dass die
Hemmfunktion der Fusionsproteine nicht ohne weiteres in vivo Ubertragen werden
kann. In weiteren Experimenten mit durch Insektenzellen produziertem
Fusionsprotein missen unterschiedliche Dosen der LPS-Trap-Fc getestet werden,
um eine endgiltige Aussage Uber deren Hemmeffekt und die tats&chliche
Serumhalbwertszeit in vivo zu erhalten. Versuche in einem Maus-Peritonitis-Modell,
wie dem cecal ligation and puncture (CLP)-Modell, sind ebenfalls unerlasslich fur die
Beurteilung des Potentials des Fusionsproteins. In diesem Modell kénnten dann auch
die in vitro beobachteten Einfliisse der einzelnen IgG-Isotypen auf Phagozytose und
Komplementaktivierung untersucht werden.

Die untersuchten Modifikationen der LPS-Trap-Fc brachten keine
wesentlichen Verbesserungen der LPS-Bindung. Durch weitere Varianten v.a. des
Linker-Polypeptids im Rahmen eines Proteindesign und vergleichenden Experimente
in Bindungsstudien kénnte ein Fusionsprotein konstruiert werden, das im besten Fall
eine deutlich hohere Ligandenaffinitat als membranstandige Rezeptoren besitzt.

Die Hemmung von Lipopetid-induzierten proinflammatorischen Reaktionen
durch TLR2/TLR1- und TLR2/TLR6-Fusionsproteine zeigt deren grundsétzliches
Potential fur die Modulation einer Gram-positiven Sepsis auf. Die vom
Acylierungsgrad der Lipopeptide unabgangige Wirkung der Fusionsproteine flhren
zu der Vermutung, dass TLR2 alleine fir die biologische Aktivitat verantwortlich ist.
Dies kann mit I6slichen TLR2-Fc Fusionsproteinen Uberprift werden. Abhéngig von
diesen Ergebnissen miuissten die neutralisierenden Effekte in einem Lipopeptid
induzierten Entziindungsmodell in vivo gepruft werden. Bei einem positiven Ergebnis
konnten die LPS-Trap und die TLR2-Fusionsproteine final gemeinsam im CLP-

Modell auf ihre Wirkung untersucht werden.
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8 Abkilrzungsverzeichnis
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seryl-[S]- lysyl-[S]- lysyl-[S]- lysyl-[S]-lysin

peripheral blood monocyte

phosphat buffered saline

Polymerase Ketten Reaktion

Phycoerythrin

Plaque-forming units

phosphatidylinsoitol 3-kinase

pattern recognition receptor

receptor for advanced glycation end-products

v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A
Ribonukleinséaure
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RNase
RP105
RSV
RT

S

SAP
SCID
SD

sec
SIGIRR
SIRS
SOCS1
SS

SS
T2/1-Fc
T2/6-Fc
TAB
TAK1
TIR
TIRAP
TLR
TNF
TRAF
TRAILR
TRAM
TRIF
TRIS
VSV
WT
XIYz%
X-R

Ribonuklease

Radioprotective 105
Respiratory-Syncytial-Virus

Raumtemperatur (21°C-25°C)

I6sliches, soluble

Shrimp Alkaline Phosphatase

severe combined immunodeficiency disorder
Standardabweichung

Sekunde(n)

single immunoglobulin IL-1R-related molecule
systemic inflammatory response syndrome
suppressor of cytokine signalling 1
Seitenstreulicht, sideward scatter
Einzelstrang-, single-strand

I6sliches Maus-TLR2/TLR1-hlgG-Fc

[6sliches Maus-TLR2/TLR6-hlgG-Fc

TAK1 binding proteins

transforming growth factor-R3-activated kinase 1
Toll/IL-1R-Doméne

TIR domain-containing adaptor protein
Toll-like Rezeptor

Tumornekrosefaktor

TNFR-associated factor

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
TRIF related adaptor molecule

TIR domain-containing adaptor inducing IFN-f3
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Vesicular-Stomatitis-Virus

Wildtyp

Stoff Y ist in Stoff X zu z Prozent (V/V) oder (m/V) enthalten

Xrezeptor
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