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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion des menschlichen Magen-Darm-Trakts

Das Verdauungssystem des Menschen setzt sich aus dem Verdauungskanal und
den darin einmindenden extramuralen Drisen (Mundspeicheldriisen, Pankreas und
Leber) zusammen. Der menschliche Magen-Darm-Kanal lasst sich weiterhin in einen
Kopfdarm und einen Rumpfdarm gliedern. Der Kopfdarm umfasst die Mundhdhle
(Cavitas oris) und den Rachen (Pharynx) und dient vorwiegend der Nahrungs-
aufnahme und -zerkleinerung sowie dem Transport in die Speiseréhre (Osophagus)
als ersten Abschnitt des Rumpfdarms. Der Rumpfdarm setzt sich dann Uber den
Magen (Gaster), den Dinndarm (Intestinum tenue) und den Dickdarm (Intestinum
crassum) bis zum After (Anus) fort. Die Aufgabe des Rumpfdarmes besteht in der
enzymatische Aufspaltung der Nahrung in resorbierbare Nahrstoffe (vor allem Fette,
Aminosauren und Zucker), welche samt Flussigkeit und lonen im Darm resorbiert
werden. Aul3erdem gewahrleistet er die Sekretion verschiedener ausscheidungs-
pflichtiger Substanzen in das Darmlumen. Nicht verdaute oder resorbierte

Bestandteile werden am Ende des Darms ausgeschieden.

Mit kleineren Ausnahmen im Kopfdarm- und Enddarmbereich, zeigt der menschliche
Darm einen relativ einheitlichen Wandbau. Von innen nach aul3en lassen sich vier

verschiedene Schichten unterscheiden:

Die innerste und somit an das Darmlumen grenzende Schicht ist die Tunica mucosa.
Deren Epithelschicht (Epithelium mucosae) ist je nach Darmabschnitt entsprechend
der Funktion (Transport, Sekretion, Resorption) unterschiedlich gebaut und besteht
im Bereich des Rumpfdarms vorwiegend aus einfachem, Burstensaum-tragendem
Saulenepithel zusammen mit Panethzellen, Becherzellen und disseminierte
neuroendokrinen Zellen in je nach Lokalisation unterschiedlicher Haufigkeit. In allen
Darmabschnitten finden sich neben diesem Oberflachenepithel auch tubulare
Drusenepithelien, die im Dunn- und Dickdarm als Krypten (Gll. mucosae intestinales)
bezeichnet werden. Im Dinndarm ist die luminale Oberflache auf3erdem durch
makroskopisch sichtbare, permanente Falten (Plicae circulares) und bei
LupenvergrofRerung durch Zotten (Villi intestinales) stark vergrofRert. Es folgt eine
lockere Bindegewebsschicht (Lamina propria mucosae) mit vielen freien Zellen:

Lymphozyten, Granulozyten, Plasmazellen, Mastzellen und Makrophagen



Einleitung 22

(Monozyten). Auch Lymphfollikel werden hier angetroffen. Hier findet auch die
Endaufzweigung der BlutgefaRe und Nerven statt und die feinen Lymphkapillaren
haben hier ihren Beginn. Eine dunne Schicht glatter Muskelzellen (Lamina

muscularis mucosae) liegt der Lamina propria im gesamten Rumpfdarmbereich auf.

Zwischen Lamina muscularis mucosae und Tunica muscularis liegt eine weitere
Verschiebeschicht aus lockerem Bindegewebe (Tela submucosa). Dort findet sich ein
Netzwerk feinster Nervenfasern und Neuronen (Plexus submucosus [Meissner]) zur

Steuerung der Drisensekretion in Magen und Darm.

Die sich anschliel3ende dicke Muskelschicht (Tunica muscularis) enthalt vom unteren
Drittel des Osophagus an ausschlieRlich glatte Muskulatur und gliedert sich in eine
innere Ringmuskelschicht (Stratum circulare) und eine aul3ere Langsmuskelschicht
(Stratum longitudinale). Zwischen Stratum circulare und Stratum longitudinale liegt
lockeres Bindegewebe samt einem Nervengeflecht (Plexus myentericus [Auerbach]),

das die nervose Versorgung der beiden Muskellagen vermittelt.

Die Muskelschicht wird aul3en von einer Schicht lockeren Bindegewebes umgeben.
Dort, wo der Darm nicht vom Peritoneum Uberzogen ist, spricht man von einer Tunica
adventitia, dort, wo ein Peritonealliberzug vorhanden ist, von einer Tunica serosa,
die dem parietalen Blatt des Peritoneums (Mesothel) entspricht und von einer

bindegewebigen Tela subserosa unterlagert ist (1) (siehe Abb. 1.1).

Krypten Epithelzellschicht

A\ Lamina propria Muk
P UKOS
P ‘ Lymphknoten .

D &

Lamina muscularis mucosae
Submukosa inkl. Plexus submucosus [Meissner]
Zirkuldre Muskelschicht

Plexus myentericus [Auerbach]
Longitudinale Muskelschicht

Serosa bzw. Adventitia

—— | — s — ——, — . T — . W

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der Darmwand [adaptiert nach (2)].
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1.2 Das Immunsystem des menschlichen Darms

Durch die OberflachenvergroRerung der Darmschleimhaut ergibt sich eine
Gesamtoberflache von tiber 200 m? (3) und somit die groBte Grenzflache zwischen
Mensch und Umgebung. Neben seiner Verdauungsfunktion muss der Magen-Darm-
Trakt dementsprechend auch eine entscheidende Funktion in der immunologischen
Auseinandersetzung sowohl mit der endogenen Darmflora als auch mit der Umwelt
besitzen - und zwar ohne dabei das gesunde Gleichgewicht zwischen pro- und

antiinflammatorischen Prozessen im Darm zu verlieren.

1.2.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Das Immunsystem stellt ein komplexes System von Zellen und Faktoren dar,
welches den Organismus in die Lage versetzt, mit Pathogenen und anderen
Fremdstrukturen umzugehen. Die entsprechenden Instrumente dieses Systems
verteilen sich Uber den gesamten Organismus mit Schwerpunkt in den primaren und
sekundaren lymphatischen Organen inklusive den geschatzten 10 immunologisch
bedeutsamen Zellen (4). Die Immunabwehr bedient sich dabei zweier

unterschiedlicher Abwehrebenen, die miteinander vernetzt sind:

Das angeborene, unspezifische (,natirliche®) Immunsystem ist als phylogenetisch
alterer Bestandteil im Vergleich zur erworbenen Immunantwort wesentlich weniger
spezifisch, jedoch gegen Mikroorganismen aller Art gerichtet und innerhalb kiirzester
Zeit mit seinen mechanischen, humoralen und zellularen Komponenten verfugbar (5,
6, 7). Bevor ein Pathogen uUber den Darm in den menschlichen Organismus
endringen kann, muss es zuné&chst einmal verschiedene physikalische Barrieren (wie
die intestinale Mukusschicht) und chemische Barrieren (wie das saure Magensekret)
tberwinden (6, 8). Pathogene, denen eine Uberwindung dieser natiirlichen
Hindernisse gelingt, werden in der Regel durch das Komplementsystem oder von
den Zellen des angeborenen Immunsystems neutralisiert. Neben neutrophilen,
eosinophilen und basophilen Granulozyten spielen Monozyten und Makrophagen
sowie natirliche Killerzellen (NK-Zellen) eine wichtige Rolle in der ersten Phase der
Immunantwort (6, 7, 9). Granulozyten sind zur Phagozytose befahigt und zerstéren
Mikroorgansimen mittels Komponenten ihrer Granula (wie Superoxidanionen) (4, 7).

Auch Monozyten/Makrophagen sind zur Phagozytose fahig und bilden dabei
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proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL) -1, -6, -8, -12, -18 sowie
Tumornekrosefaktor (TNF), die als Chemokine und Pyrogene fungieren und die
Bildung von Akute-Phase-Proteinen in der Leber induzieren (4, 7). Die Identifizierung
von Mikroorganismen erfolgt dabei Uber hochkonservierte Strukturelemente der
Pathogene - den Pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs). Mittels Pattern-
Recognition Receptors (PRRs) kénnen diese PAMPs erkannt werden, sodass es zur
Mediatorausschittung und Effektorzellaktivierung kommt (4, 10). NK-Zellen werden
unter anderem von IL-1 aktiviert und helfen bei der Beseitigung virusinfizierter Zellen
(7). Auch dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) sind zur Phagozytose befahigt
und bilden zusammen mit den Makrophagen und B-Lymphozyten als Gruppe der
Antigen-prasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APCs) die Verbindung zur

Aktivierung des spezifischen Immunsystems (6).

Das spezifische, erworbene (,adaptive) Immunsystem als phylogenetisch jlingerer
Teil ist mit seinen humoralen und zellularen Bestandteilen durch Antigenspezifitat,
Fremd-/Selbstdiskriminierung und ein immunologisches Gedachtnis charakterisiert,
wobei es jedoch erst innerhalb von Tagen zur Wirkung gelangen kann (4, 7).
Adaptive Immunantworten werden im Wesentlichen von T- und B-Lymphozyten
getragen (6), deren Rezeptorvielfalt anders als bei den PRRs nicht Keimbahn-
kodiert, sondern durch Genumlagerung (rearrangement) und somatische
Rekombination wahrend der Entwicklung dieser Zellen festgelegt ist (4, 5). Dies fuhrt
dazu, dass im T-Zellbereich etwa 10* und im B-Zellbereich etwa 10! verschiedene
Antigene diskriminiert werden kdonnen und das Immunsystem praktisch auf jedes
denkbare Antigen reagieren kann (4). Wahrend die im Thymus positiv- und negativ-
selektionierten T-Lymphozyten etwa 70% des zirkulierenden Lymphozytenpools
ausmachen, stellen die sich im Knochenmark entwickelnden B-Lymphozyten nur
etwa 10% dar. T-Lymphozyten tragen neben ihrem spezifischen T-Zellrezeptor auch
einen Corezeptor, anhand dessen sie in CD8- und CD4-positiven T-Zellen eingeteilt
werden konnen. CDB8-positive T-Zellen werden als zytotoxische T-Lymphozyten
bezeichnet und von intrazellularen Antigene aktiviert, welche durch den ubiquitéar auf
kernhaltigen Zellen vorkommenden MHC-I-Rezeptoren prasentiert werden. Diese
Zellen dienen also hauptsachlich der Lyse von virusinfizierten oder transformierten
Zellen (7). CD4-positive T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen) werden von Antigenen, welche
durch den MHC-II-Rezeptoren der APCs prasentiert werden, zur Sekretion von IL-2

und Proliferation angeregt und differenzieren dabei zu Ty0-Zellen. In Gegenwart von
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IL-12 und Interferon-y (IFN-y) findet die endgultige Differenzierung in Ty1-Zellen statt,
welche Uber die Produktion von IL-2, IFN-y und TNF Makrophagen aktivieren oder
infizierte Zellen abtoten. Unter dem Einfluss von IL-4 hingegen differenzieren T40-
Zellen zu Ty2-Zellen, welche tber IL-4, -5, -9, -10 und -13 die Differenzierung von B-
Lymphozyten zu Plasmazellen propagieren (6, 7). Neben Ty1- und Ty2-Zellen sind
weitere, sogenannte regulatorische T-Zellen beschrieben, deren bekannteste Form
CD4 und CD25 sowie den Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimiert und tber direkten
Zellkontakt und Produktion der immunsuppressiven Zytokine TGF-B1 (transforming
growth factor-B1) und IL-10 wirkt (4). Etwa 60% aller T-Zellen befinden sich als
intraepitheliale Lymphozyten (IEL) in der Epithelschicht des Dunndarms (11). Damit
sich ein reifer B-Lymphozyt in eine Antikérper-produzierende Plasmazelle
umwandeln kann, ist es notwendig, dass ein passendes Antigen an den B-
Zellrezeptor bindet und dieses dann nach Internalisierung und Fragmentierung auf
dem MHC-II-Rezeptor der B-Zelloberflache einer passenden Ty2-Zelle prasentiert
wird. Vor allem durch IL-4 und der Interaktion von CD40-Ligand mit dem B-Zell-
stéandigen CD40 kommt es zur klonalen Expansion und schlie3lich zur Umwandlung
in Plasmazellen oder alternativ in Gedachtniszellen (4, 7). Wahrend von
Plasmazellen anfangs nur IgM-Antikorper gebildet werden, kommt es unter dem
Einfluss von Zytokinen zum Immunglobulin-Klassenwechsel (isotype switch), sodass
auch 1gG-, IgA- und IgE-Antikdrper gebildet werden (6, 7). IgA-Antikorper stellen die
meistproduzierten Immunglobuline dar und entfalten in ihrer dimeren Form unter

anderem im Mukus der Darmschleimhaut ihre schitzende Wirkung (4).

Die Gesamtheit der in der Schleimhaut des Magen-Darm-Kanals diffus verteilten
lymphatische Zellen, lymphozytenreichen Zotten (lymphocyte-filled villi), Solitarfollikel
(Noduli lymphoidei solitarii) und Peyer-Plaques (Nodi lymphoidei aggregati) wird zum
sogenannten gut-associated lymphoid tissue (GALT) zusammengefasst und tragt

hauptséchlich zu immunologischen Vorgangen im menschlichen Darm bei (1, 12).

Die Induktion einer Immunantwort im menschlichen Darm hat vorzugsweise in den
Lymphfollikeln und Peyer-Plaques ihren Ausgang. Dort aktivierte T- und B-Zellen
wandern dann in die Lamina propria und das Darmepithel als den eigentlichen
Effektorort der Immunantwort. In der Lamina propria findet sich deshalb eine grol3e
und heterogene Gruppe von lymphoiden und myeloiden Zellpopulationen mit

Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen, DCs, Mastzellen sowie neutrophilen,
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eosinophilen  und  basophilen  Granulozyten  (12). Lymphozyten und
Monozyten/Makrophagen der Lamina propria werden aufgrund ihres nicht-
segmentierten Zellkerns als ,Lamina Propria Mononukleare Zellen® (LPMZ)
zusammengefasst und machen dort etwa 97% aller Immunzellen aus. 6-14% aller
mononukledren Zellen in der Lamina propria sind Monozyten/Makrophagen und 86-
94% aller LPMZ sind Lymphozyten (Lamina Propria Lymphozyte, LPL) - vornehmlich
CD4-positive T-Zellen (12 - 14). Im Unterschied zu peripheren Blutlymphozyten
(PBL), sind die T-Lymphozyten der Lamina propria jedoch in einem Zustand erhdhter
Aktivierung beziglich ihrer Oberflachenmarker und produzieren nach CD2-
Stimulation vermehrt Zytokine - vermutlich als Ausdruck der standigen Konfrontation
mit Antigenen aus dem Darmlumen (12, 15). T-Lymphozyten der Lamina propria
zeigen dabei vermehrt den Phanotyp von reifen T-Zellen oder Gedachtnis-T-Zellen
(12, 14) und besitzen eine geringere Proliferationsrate bei Mitogen-Stimulation als
periphere Blutlymphozyten, sodass man davon ausgehen muss, dass CD4-positive
T-Zellen der Lamina propria hochdifferenzierte Effektorzellen mit einer erhéhten
Aktivierungsschwelle darstellen, um eine Uberschielende Immunantwort gegen
harmlose intraluminale Antigene zu verhindern (12). Im Vergleich zu gesunden
Kontrollen zeigen intestinale B-Zellen sowie CD4- und CD8-positive T-Zellen von
Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (siehe Kapitel 1.3) eine nochmals
erhohte Expression von Oberflachenmarkern, sodass von einem zusatzlich erhdhten
Aktivierungszustand bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED)
ausgegangen werden muss (15). Des Weiteren sezernieren LPL von Crohn-
Patienten spontan IFN-y und zeigen im Vergleich zu LPL von gesunden Probanden
eine erhéhte IFN-y-Produktion nach Stimulation (16). LPL sind somit sowohl an der
Aufrechterhaltung der Homoéostase als auch an Entziindungsprozessen beteiligt.

Mesenteriale Lymphknoten (mesenteric lymph nodes, MLN) gehéren - zusammen mit
den Lymphfollikeln und Peyer-Plaques der Darmschleimhaut - zu den Strukturen des
GALT, die an der Induktion der intestinalen Immunantwort beteiligt sind (11). Unter
den MLN versteht man diejenigen Lymphnoten, die sich innerhalb des Mesenteriums
(Peritonealduplikatur des Jejunums und lleums) befinden (17). Als sekundare
lymphatische Organe zeigen sie den gleichen Aufbau wie andere periphere
Lymphknoten (11) mit afferenten und efferenten Lymphgefa3en in das lymphatische
Parenchym, das sich in Kortex (Rinde), Parakortex und Medulla (Mark) gliedern lasst.

Im Kortex (B-Zone) finden sich Priméarfollikel (ruhende B-Zellformationen) und
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Sekundarfollikel, welche sich nach Antigenkontakt aus den Priméarfollikeln bilden und
proliferierenden B-Zellen sowie Plasmazellen enthalten. Zur Ausbildung sekundarer
Lymphfollikel ist die Mitwirkung von T-Lymphozyten erforderlich, welche sich
bevorzugt im Randgebiet der Sekundéarfollikel sowie im Parakortex (T-Zone)
aufhalten. Als APCs finden sich Makrophagen, interdigitierende DCs (IDCs) und
follikulare DCs (FDCs) (18). Sinusendothelzellen, fibroblastische Retikulumzellen und
GefalRendothelzellen sind als weitere Zelltypen am Aufbau des Lymphknotens
beteiligt (19). Von den ubrigen peripheren Lymphknoten unterscheiden sich MLN
darin, dass bei der Embryogenese vermutlich andere Mitglieder der TNF-Familie
beteiligt sind (11). MLN scheinen eine wichtige Rolle im intestinalen Immunsystem
und bei CED zu spielen: Antigen-beladene DCs der Lamina propria oder den Peyer-
Plagues gelangen zunachst uber die afferenten Lymphgeféaf3e zu den MLN. Dies ist
dann der Ort, an dem die naiven T-Zellen ihren ersten Kontakt mit intestinalen
Antigenen haben und nach Polarisierung und Proliferation zu kolitogenen Ty1- und
Twl7-Effektorzellen differenzieren (20 - 26). Diese Effektorzellen kénnen dann tber
ihre Homing-Rezeptoren in den Darm zuriickkehren und Entziindungsprozesse
initiieren (21 - 23, 25). Neueste Erkenntnisse zeigen, dass GALT-Strukturen zur
Initiierung und Aufrechterhaltung eines Entzindungsprozesses keineswegs mehr
notig sind, sobald naive T-Zellen einmal zu Tyl- oder Ty17-Effektorzellen polarisiert
wurden (21, 27). Man muss somit davon ausgehen, dass MLN eine enorm wichtige
Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung von Immunabwehr und Toleranz im

intestinalen Immunsystem spielen (21, 28).

Die Milz ist zwar kein Bestandteil des GALT, zahlt aber wie die GALT-Strukturen zu
den sekundaren lymphatischen Organen und besitzt somit wichtige Aufgaben fir den
Antigenkontakt und die klonale Vermehrung von Immunzellen im Rahmen der
spezifischen Immunabwehr. Die Milz besteht aus einem retikularen Fasergerist
sowie einem Parenchym, das sich in rote und weil3e Pulpa einteilen lasst. Wahrend
die rote Pulpa von einem Labyrinth weitlumiger vendser Blutsinus durchzogen ist und
vor allem der Aussonderung alter und verédnderter Blutzellen (Blutzellmauserung)
dient, stellt die weil3e Pulpa das eigentliche lymphatische Milzgewebe dar und dient
mit seinen T- und B-Zellen sowie APCs der Auslésung einer spezifischen

Immunreaktion gegen Antigene, die im Blut zirkulieren (18, 29).
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1.2.2 Die Erkennung mikrobieller Motive durch das angeborene Immunsystem

Kommt es zum Eindringen von Mikroorganismen in den menschlichen Organismus,
So ist in einem ersten Schritt eine schnelle und zielgerichtete Abwehrreaktion durch
das angeborenen Immunsystems erforderlich. Die Identifizierung von derartigen
Mikroorganismen erfolgt dabei Uber Strukturen, die nicht auf Wirtszellen vorkommen
und gleichzeitig meist essentiell fir Vitalitat oder Pathogenitat der Erreger sind - den
sogenannten PAMPs. Diese hochkonservierten Strukturelemente sind in der Regel
charakteristisch fur ein breites Spektrum an Mikroorganismen und beinhalten unter
anderem pathogene Oberflachenantigene, bakterielle Zellwandkomponenten oder
Nukleinsduren von Viren oder Bakterien. Zur Erkennung dieser Strukturmotive
bedienen sich vor allem die phagozytierenden Zellen des angeborenen
Immunsystems sogenannter PRRs (6, 10, 30 - 32). Diese Keimbahn-kodierten PRRs
befinden sich bevorzugt in den Zellmembranen oder im Zellinneren der jeweiligen
Immunzellen und nur wenige PRRs kommen als I6sliche Form im Blutplasma vor (10,
30, 33). Da Viren und einige Bakterien in das intrazellulare Kompartiment eindringen
kdnnen, spielen besonders intrazellular-zytosolische PRRs eine wichtige Rolle in der
angeborenen Immunabwehr (34). Die wichtigsten der zytosolischen PRRs stellen die
23 bis heute identifizierten Mitglieder der Familie der nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD) like receptors (NLRs) dar, deren Funktion bis dato
noch weitgehend unbekannt ist (33, 35). Die zweite grol3e Gruppe der zytosolischen
PRRs bildet die Familie der Retinoic acid inducible gene-1 (RIG-I) like receptors
(RLRs), welche zytosolische, doppelstrangige RNA (dsRNA) bestimmter Viren
erkennen kdnnen (32). In der Erkennung und Bek&mpfung von Pathogenen durch
das angeborene Immunsystem existieren zahlreiche Verbindungen zwischen den
intrazellularen NLRs und RLRs und den membranstandigen Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) (36, 37). TLRs sind klassische transmembranare Proteine und ihre 13
Mitglieder gehdren zu den besterforschten und bekanntesten Vertretern der PRRs
(30, 33, 38). Membranstandige PRRs sind fir den Grol3teil der PAMP-Erkennung
zustandig. Zu der Gruppe der membranstandigen PRRs werden auch die Scavenger-

Rezeptorfamilie (SRs) und die Familie der C-type lectin receptors (CLRs) gerechnet

(30, 39).
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1.2.3  Ein Uberblick tiber die Gruppe der Toll-like Rezeptoren

Das Protein ,Toll“ ist ein Typ-I Transmembran-Rezeptor, welcher erstmalig in der
Taufliege Drosophila melanogaster beschrieben wurde. Aufgrund der hohen
Homologie zum Protein ,Toll“ wird die wahrscheinlich bekannteste Gruppe der PRRs
als TLRs bezeichnet (40 - 43). TLRs selbst gehéren zum angeborenen
Immunsystem. Die Erkennung von Pathogenen mittels TLRs stellt jedoch einen
wichtigen Schritt zur Aktivierung, Entwicklung und Modulation Antigen-spezifischer
Immunitat im Rahmen des erworbenen Immunsystems dar (30, 31, 44, 45). Die 90-
115 kDa schweren TLRs bestehen aus insgesamt drei Komponenten: einer Leucin-
reichen extrazellularen Domane, einer transmembrandren Domane und einer
intrazellularen TIR-Domane (38, 46). Da die intrazellulare Doméane von TLRs und
Rezeptoren der IL-1-Familie groRe Ahnlichkeit aufweist, spricht man von einer
Toll/IL-1-Rezeptor (TIR) Domane und fasst beide Gruppen zu einer Toll/IL-1-
Rezeptor Superfamilie zusammen. Diese zytosolische TIR-Doméne ist wichtig fur die
SignalUbertragung (44, 47). Wahrend IL-1-Rezeptoren jedoch Immunglobulin-
ahnliche extrazellulare Doméanen besitzen, so weist die extrazellulare Doméne der
TLRs hier 19-25 Kopien eines Leucin-reichen Motivs (leucine rich repeat, LRR) auf
(31, 38, 47, 48). Die extrazellulare LRR-Domane der TLRs wird von
charakteristischen N- und C- terminalen Strukturen flankiert und dient der
Pathogenerkennung (38, 46). Bisher wurden 13 Mitglieder der TLR-Familie
identifiziert, wobei TLR1-TLR10 beim Menschen und bei Mausen vorkommen,
TLR11-TLR13 jedoch nur bei Mausen (38). Man findet TLRs vor allem auf
Monozyten/Makrophagen und DCs, aber auch auf bestimmten T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, Epithelzellen und Fibroblasten (31). Wahrend TLR1, 2, 4, 5, 6 und 11
ihre Liganden an der Zelloberflache erkennen und somit zu den extrazellularen TLRs
zéhlen, gehéren TLR3, 7, 8 und 9 zu den intrazellularen TLRs (38). TLR2 scheint das
weiteste Spektrum an mikrobiellen Strukturen zu identifizieren. Dazu gehdren unter
anderem Lipoproteine und -peptide zahlreicher Pathogene, Peptidoglykan und
Lipoteichonsaure (LTA) gram-positiver Bakterien sowie viele weitere Struktur-
elemente von Bakterien, Pilzen und Parasiten (31, 43, 49, 50), wobei jedoch nur das
starke Ansprechen auf Lipopeptide und Lipoproteine gesichert scheint (51, 52). Die
Tatsache, dass TLR2 ein so weites Spektrum an pathogenen Strukturen erkennen
kann, kénnte auch damit zusammenhangen, dass TLR2 zusammen mit TLR1, TLR6
und TLR10 Heterodimere an der Zelloberflache bilden kann (30, 31, 43, 53 - 55).
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Anders als beim Menschen ist TLR10 bei Mausen funktionsunfahig (30). TLR4 ist ein
Rezeptor sowohl fir Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil der &uf3eren
Membran von gram-negativen Bakterien (30, 43, 56), als auch fir kdrpereigene
Produkte wie Fibronektin, Fibrinogen, Hyaluronséure- und Heparansulfatfragmente
sowie die Hitzeschockproteine Hsp60 und Hsp70 (31, 43, 57 - 61). TLR5 vermittelt
die Erkennung von Flagellin gram-negativer Bakterien (30, 31, 43, 62). Virale
Replikation innerhalb infizierter Zellen fuhrt meist zu der Produktion von dsRNA,
welche von TLR3 erkannt wird (30, 31, 43, 63). TLR7 und TLRS8 stellen strukturell
hochkonservierte Proteine dar und sind fur die Erkennung von Imidazoquinolinen
sowie von Guanosin- oder Uridin-reicher einzelstrangiger RNA (ssRNA)
verantwortlich (31, 43, 64 - 66). TLR9 ist ein Rezeptor fur unmethylierte CpG-Motive
(30, 31, 43), der sich in Zellen des Immunsystems sowie in intestinalen Epithel- und
Panethzellen findet (67, 68).

1.2.4 TLR9 und CpG-Motive bakterieller DNA

Dass bakterielle Bestandteile immunstimulatorisch wirken kénnen, ist seit mehr als
120 Jahren bekannt (69). Dass auch die bakterielle DNA - im Gegensatz zur DNA
von Wirbeltieren oder Pflanzen - fUr sich alleine genommen immunstimulatorische
Effekte besitzt, konnte jedoch erst ab den 1980er Jahren gezeigt werden (69, 70,
71). Erst Mitte der 1990er Jahre wurde nachgewiesen, dass unmethylierte Cytosin-
Guanosin-Dinukleotide (CpGs) flankiert von einer kurzen Abfolge weiterer Basen als
die entscheidenden Vermittler der immunstimulatorische Wirkung bakterieller DNA
anzusehen sind. Der optimale Stimulationseffekt wurde damals bei CpG-
Dinukeotiden beobachtet, die am 5-Ende von zwei Purinen (vor allem GpA-
Dinukleotide) und am 3‘-Ende von zwei Pyrimidinen (vor allem TpC- oder TpT-
Dinukleotide) eingerahmt wurden (69, 72). Wahrend CpG-Motive mit der erwarteten,
zufallsmafigen Haufigkeit von 1/16 und in weitgehend nicht-methylierter Form in den
meisten Prokaryonten auftreten, so kommen CpG-Motive in der DNA von
Wirbeltieren drei- bis viermal seltener vor (Haufigkeit von etwa 1/60) und sind an der
5'-Position des Cytosins weitgehend methyliert (zu etwa 80%) und somit wirkungslos
(sogenannte CpG-Suppression) (69, 73 - 76). Diese strukturellen Unterschiede
fuhren dazu, dass bakterielle DNA einen mindestens 20-fach héheren Gehalt an

immunstimulatorischen CpG-Motiven enthalt als Vertebraten-DNA und somit eine
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spezifische Erkennung prokaryontischer DNA ermdoglicht (75, 77, 78). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass synthetische CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN),
welche immunstimulatorische CpG-Motive beinhalten, den Effekt bakterieller DNA
simulieren kdnnen. Bei der Synthese dieser Oligonukleotide verwendet man - zum
Schutz vor einer Degradation durch Nukleasen - ein Phosphorothioat-Rickgrat,
welches eine immunstimulatorische Eigenkomponente besitzt (72, 79). Aufgrund
ihrer Hauptwirkung lassen sich drei Gruppen von CpG-ODN unterscheiden: CpG-A/D
mit hoher IFN-a-Induktion in plasmozytoiden DCs (pDCs), CpG-B/K mit potenter
Aktivierung von B-Zellen sowie CpG-C, welches die Eigenschaften von CpG-A/D und
-B/K kombiniert (31, 80 - 82). Die immunstimulatorische Komponente von CpG-
Sequenzen weist aulerdem Spezies-spezifische Unterschiede auf (83). Beim
Menschen scheint 5-GTCGTT-3/, bei der Maus hingegen 5-GACGTT-3' das CpG-
Motiv mit der hdchsten immunstimulatorischen Wirkung zu sein (84). Die zentrale
Wirkung von CpG-Motiven scheint in der direkten Aktivierung von APCs zu liegen,
wodurch es zu einer vermehrten Sekretion von IL-6, IL-12, TNF und IFN-y und somit
zu einer stark THj-gewichteten Immunantwort kommt (69, 85 - 87). CpG-ODN sind
auch in der Lage, B-Zellen zu vermehrter Proliferation, IgM-Produktion und CD40-
Expression anzustof3en sowie MHC |, MHC II, CD80 und CD86 vermehrt auf APCs
exprimieren zu lassen, sodass eine wichtige Voraussetzung zur Induktion einer
spezifischen Immunabwehr erflillt ist (69, 71, 88). AuRerdem scheinen CpG-Motive in
der Lage zu sein, die Differenzierung naiver T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen zu
vermitteln (89). Eine Aktivierung von NK- und T-Zellen durch CpG-Motive scheint
groftenteils auf indirektem Wege zu erfolgen (69). Vor Uber zehn Jahren konnte
TLR9 als der PRR fir CpG-ODN - und somit fur bakterielle und virale DNA -
identifiziert werden. TLR9 erkennt dabei neben unmethylierten CpG-Motiven auch
das bloRRe DNA-ZuckergerUst aus 2‘-Desoxyribose sowie das vom Malariaerreger
Plasmodium falciparum gebildete, kristalline Hamoglobin-Abbauprodukt Hamozoin
(30, 90 - 93).

1.2.5 Die Signaltransduktion des TLR9

Neben TLR3, 7 und 8 gehort auch TLR9 zu den vorwiegend intrazellularen TLRs und
ist Uberwiegend in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums (ER) zu

finden - vermutlich als Schutz vor der Erkennung endogener DNA und daraus
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resultierender Autoimmunitat (30, 38, 90, 94). Zur Erkennung bakterieller und viraler
DNA muss diese zunachst in Endolysosomen transloziert werden, sodass es durch
das saure und reduzierende Milieu zur Degradation von dsDNA zu einzelstrangigen
CpG-Motiven kommt (94 - 97). Damit TLR9 dann von seinen Liganden aktiviert
werden kann, muss TLR9 vom ER zu den Endolysosomen rekrutiert werden (30, 31).
Der genaue Mechanismus dieser TLR9-Rekrutierung ist noch weitgehend unklar,
jedoch scheint das ER-Protein UNC93B1 eine Rolle dabei zu spielen (30, 98, 99).
Nach Rekrutierung von TLR9 zum Endolysosom ist eine weitere Prozessierung von
TLR9 notig, welche die Anwesenheit von Cathepsin B, K und L sowie
Asparaginendopeptidase erfordert (31, 100 - 104). In pDCs scheint auch das am
Aufbau des Autophagosoms beteiligte Protein ATG5 eine Rolle zu spielen (30). Nach
Stimulation und Dimerisierung von TLR9 kommt es dann zur Rekrutierung von
Adaptermolekilen und diversen Proteinkinasen mit konsekutiver Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren (siehe Abb. 1.2). Wie alle bisher entdeckten
TLRs - mit Ausnahme von TLR3 - benutzt auch TLR9 zur Signaltransduktion das
Adapterprotein myeloid differentiation primary-response protein 88 (MyD88), welches
mit seiner C-terminalen TIR-Domé&ne mit der intrazellularen TIR-Doméane der TLRs
interagieren kann (31, 105, 106). MyD88 kann dann mit seiner N-terminalen Death-
Doméne eine Gruppe von Serin/Threonin-Kinasen rekrutieren, welche unter dem
Namen IRAKs (IL-1 receptor-associated kinases) 1, 2 und 4 bekannt sind und
ebenfalls eine Death-Doméne besitzen (31, 43, 105 - 108). Uber mehrere
Zwischenschritte kommt es dadurch zur Phosphorylierung und Aktivierung der
MAP3-Kinase (mitogen-activated protein 3-kinase) TAK1 (TGF-B activated kinase-1),
welche somit in die Lage versetzt wird, sowohl den IKK-Komplex (inhibitor of NF-kB
[IkB] kinase complex), als auch Uber Zwischenschritte die p38-Kinase und JNKs (Jun
N-terminal kinases) zu phosphorylieren und aktivieren (38, 105, 107 - 111). In der
Signaltransduktion von TLR-2, -3, -7 und -9 ist aul3erdem eine Phosphorylierung und
Aktivierung von ERKs (extracellular signal regulated kinases) moglich, wenn statt
TAK-1 alternative Kinasen beteiligt sind (111, 112). Uber den aktivierten IKK-
Komplex kommt es letztendlich zur Freisetzung und Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor kappa B), welcher im Zytoplasma an IkB
gebundenen vorliegt (43, 38, 105, 107, 113, 114). Das von IkB losgeldste NF-kB
kann dann aus dem Zytoplasma in den Zellkern translozieren und nach Bindung an

entsprechende DNA-Motive die Transkription von Zielgenen ausfiuihren (30, 31, 38,
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105 - 107). NF-«kB ist dabei nur ein Sammelbegriff fur induzierbare, dimere
Transkriptionsfaktoren, die sich aus den 5 Mitgliedern der NF-kB/Rel-Familie -
namlich NF-kB1/p50 (samt Vorstufe p105), NF-kB2/p52 (samt Vorstufe p100), c-Rel,
RelA/p65 und RelB - zusammensetzen, wobei nur RelA/p65, RelB und c-Rel tber
ihre Transaktivierungsdoméane die transkriptionelle Aktivierung der DNA vermitteln
kénnen und p50 und p52 primar als Untereinheiten zur DNA-Bindung fungieren (113,
115). Uber die drei aktivierten MAPKs p38, JNK und ERK ist eine Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der AP1-Familie (activator protein-1) sowie die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (CAMP response element [CRE]
binding protein) méglich (43, 38, 105, 107, 111, 116, 117). CREB wird durch die
Phosphorylierung an Serin-133 aktiviert und kann dann Homodimere bilden, die
durch Bindung an die CRE-Promotorsequenz die Transkription von Zielgenen
initieren (118). Die Aktivierung von AP-1 und NF-«kB fuhrt schlieBlich zur
Transkription von Genen, die fur proinflammatorische Zytokine und Chemokine (wie
TNF, IL-6, IL-8 und IL-1B) kodieren (31, 105, 107, 119, 120). Eine Aktivierung von
CREB hingegen fuhrt mitunter zur erhOhten Expression antiinflammatorischer
Zytokine (wie IL-10) (121, 122). Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass noch
weitere Proteine wie Akt/PKB (protein kinase B) MyD88-abhangig phosphoryliert und
aktiviert werden konnen (106). Phosphoryliertes Akt hat dann Bedeutung in der
Phosphorylierung der RelA/p65-Transaktivierungsdoméane (106). In der MyD88-
abhangigen Signaltransduktion von TLR7 und TLR9 kommt es - zumindest in pDCs -
aulerdem zu einer IRAK1-vermittelten Phosphorylierung und Aktivierung von IRF7
(IFN regulatory factor 7), die zur Produktion von IFN-a fuhrt (30, 38, 94, 123, 124).
IRF5 scheint bei fast allen TLRs Uber die MyD88-abhangige Signaltransduktion
ebenfalls zur Produktion proinflammatorischer Zytokine zu fuhren (38, 125) und IRF1
konnte in der MyD88-abhangige Signaltransduktion von TLR9 eine Rolle bei der IFN-
B-Genexpression in myloiden DCs (mDCs) spielen (30, 38, 126, 127). IRF4 ist -
neben seiner Aufgabe in der Etablierung einer TH,-Differenzierung naiver T-Zellen -
in der Lage, mit IRF5 um eine MyD88-Interaktion zu konkurrieren und in
Makrophagen die LPS-induzierte Produktion proinflammatorischer Zytokine zu
reduzieren, und zeigt somit negativ-regulatorische Eigenschaften in der TLR-
Signaltransduktion (128 - 132). IRF3 spielt hingegen lediglich in der MyD88-
unabhéngigen Signaltransduktion von TLR3 und 4 eine Rolle bei der Expression von
IFN-B und - Uber eine vermehrte TNF-Expression - bei der verzégerten Aktivierung
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von NF-kB und MAPKs (30, 31, 38, 105, 107, 108, 133 - 137). Alle Vertreter der IRF-
Familie vermitteln dabei ihre transaktivierende Wirkung durch Bindung an die ,IFN-

stimulated response element“-DNA-Sequenz (ISRE) (138).
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Abbildung 1.2: Die Signaltransduktion humaner TLRs [adaptiert nach (139)].

1.3  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Wie oben dargestellt stellen TLRs sowohl im angeborenen als auch erworbenen
Immunsystem eine wichtige Gruppe innerhalb der PRRs dar und spielen
dementsprechend eine bedeutende Rolle in intestinalen Entziindungsprozessen wie
beispielsweise den CED (140).
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1.3.1 Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Zu den CED im engeren Sinne werden die beiden Erkrankungen Morbus Crohn (MC)
und Colitis ulcerosa (CU) gezahlt (141). Bis in die 1970er Jahre stieg die Inzidenz
beider Erkrankungen kontinuierlich an und halt sich in Deutschland seitdem
weitgehend stabil bei etwa 5-15/100000/Jahr (142). Derzeit sind in Deutschland etwa
320 000 Menschen betroffen (143). Wahrend die CU weder Manner noch Frauen
bevorzugt, sind Frauen seltener von MC betroffen (1 zu 1,1-1,8). Das

Erstmanifestationsalter liegt meist zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr (5).

MC kann alle Teile des Gastrointestinaltraktes vom Mund bis zum After befallen. Von
den 75% der MC-Patienten mit Dunndarmbefall ist in 90% das terminale lleum (lleitis
terminalis) betroffen (5). Die Erkrankung breitet sich bevorzugt diskontinuierlich und
oft analwarts aus (142), wobei das Rektum haufig ausgespart bleibt (5). Typisch ist
ein segmentaler Befall mit unauffalliger Schleimhaut zwischen betroffenen
Darmabschnitten (,skip lesions®) (5, 142). Der Entzindungsprozess umfasst meist
die gesamte Darmwand (transmurale Erkrankung), wobei die Infiltration in den
tieferen Schichten oft ausgepragter ist (disproportionierte Infiltration) (142, 144). Es
bildet sich ein lymphoplasmazellulares, teils granulozytares Entziindungsinfiltrat
gegebenfalls mit nicht-verkasenden Granulomen. Endoskopisch ist die milde MC-
Form durch Aphthen oder kleine oberflachliche Exulzerationen charakterisiert (5). Bei
hoherer Krankheitsaktivitat imponieren tiefgreifende, bizarr oder landkartenférmig
konfigurierte Ulzera (,SchneckenfraBulzera“). Endoskopisches zeigt sich das
typische Erscheinungsbild des ,Pflastersteinreliefs® (5, 142). Durch Vernarbungs- und
Schrumpfungsprozessen kann es zu lokalen Komplikationen wie Analfissuren,
Fisteln, lokalen Abszessen, Perforationen, Strikturen und Stenosen sowie Blutungen
kommen (142, 145). Typische klinische Manifestationen des MC sind krampfartige,
unspezifische Abdominalschmerzen, eine meist unblutige Diarrhoe sowie
Flatulenzen, Fieber und Zeichen der Malabsorption (144). Ein Konglomerattumor im
rechten Unterbauch kann tastbar werden (146). Weiterhin kommen haufig
schmerzhafte Ulzera und Aphthen in der Mundhéhle vor (144). Auch extraintestinale
Krankheitsmanifestationen sind moglich (142). Die Diagnosestellung erfolgt aufgrund
endoskopischer, radiologischer und histologischer Befunde. Die Therapie ist
vorrangig konservativ und umfasst hauptsachlich entziindungshemmende und

immunsuppressive Medikamente, wobei eine Heilung nicht erzielt wird. Eine
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chirurgische Therapie kommt bei Versagen der medikamentdsen Therapie und bei
Komplikationen zur Anwendung (144). Die Lebenserwartung bei MC-Patienten ist
nahezu normal, das Karzinomrisiko jedoch hoher als in der Normalbevolkerung (144,
142).

CU als mukosale Erkrankung beginnt meist im Rektum und kann sich kontinuierlich
oralwarts ausbreiten (5, 142). Der Entztindungsprozess bleibt auf die Mukosa und die
oberflachliche Submukosa beschréankt. Tiefere Wandschichten werden nur bei
fulminanter Erkrankung erfasst. Die pathologischen Veréanderungen beginnen mit
Degeneration der subepithelialen Retikulinfasern (142). Es kommt zu einer Stdrung
der Kryptenarchitektur im Kolon (Kryptenverlust) mit basalen Plasmazellinfiltraten
und multiplen Kryptenabszessen sowie einer entzindlichen Infiltration der Lamina
propria (5, 144). Typisch sind Becherzellschwund und Epitheldysplasien (147, 142).
Bei leichter Entziindung findet sich makroskopisch nur eine diffus gerotete, vermehrt
verletzliche Mukosa mit feingranulierter Oberflache (5, 142). Bei schwerer
Entzindung kommt es zu Schleimhautddemen mit punktférmige Erosionen, Spontan-
und Kontaktblutungen sowie Ulzera und entztindlichen Pseudopolypen (5, 142, 146,
148). Die Mukosa erscheint atroph-abgeflacht (Haustrenverlust) und das gesamte
Kolon verkirzt und verengt (5, 142). Ist die Schleimhaut zirkular zerstort, kommt es
zum Bild des ,ausgebrannten Fahrradschlauches® (148). Hauptsymptome der CU
sind je nach Krankheitsausdehnung Durchfélle oder Obstipation, rektaler Blut- und
Schleimabgang, Tenesmen und milde krampfartige Bauchschmerzen sowie seltener
Fieber, Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Anamie, Tachykardie, Hypoproteinamie,
beschleunigte Blutsenkung, ausgepragter Gewichtsverlust und extraintestinale
Krankheitsmanifestationen wie Arthritis oder Uveitis (5, 142, 146, 147). Das
endoskopische Bild und der klinische Verlauf korrelieren dabei gut mit dem
Kolonbefall. Die konservative Therapie besteht neben diatetischen und supportiven
MalRnahmen in der oralen oder gegebenfalls rektalen Gabe von entziindungs-
hemmenden und immunsuppressiven Medikamenten (148, 149). Eine operative
Therapie ist bei Komplikationen, Versagen der konservativen Therapie, zur
Karzinompravention bei mehrjahrigem Krankheitsverlauf sowie bei Nachweis von
hohergradigen Dysplasien indiziert, wobei die gesamte Kolonschleimhaut entfernt
werden muss, um zu einer Heilung der Erkrankung mit normaler Lebenserwartung zu
gelangen (142, 149). Insgesamt ist die Mortalitat von CU-Patienten etwa 1,7-fach

erhoht (142). Das Karzinomrisiko des Kolons ist signifikant erhéht, wobei hier die
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Erkrankungsdauer und die Ausdehnung des Kolonbefalls sowie das Alter bei

Erstdiagnose von Bedeutung sind (147, 148).

Zu den CED im weiteren Sinne gehdren neben MC und CU auch die kollagene und
die lymphozytare Colitis, welche nur histologisch unterscheidbar sind und daher als

mikroskopische Colitis zusammengefasst werden (145).

1.3.2 Die Atiologie und Pathogenese der CED

Trotz intensiver Forschung bleibt die genaue Atiologie und Pathogenese der CED
noch weitgehend unklar. Ein definitiver Ausloser konnte bis heute nicht identifiziert
werden. Vielmehr muss von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen werden:
neben einer genetisch-pradisponierten Suszeptibilitat und diversen Umwelteinflissen
missen auch mikrobielle Faktoren inklusive der lokalen Darmflora sowie die
Bereitschaft zur (berschielBenden und dysregulierten Immunantwort im Darm
bertcksichtigt werden (141, 150, 151).

Fir MC und CU besteht dabei eine geographische und ethnische Haufung mit
Bevorzugung von Nordamerikanern sowie Nord- und Mitteleuropaern gegenuber
Bewohnern sudlicher Lander (142). Beide Erkrankungen zeigen des Weiteren eine
familiare Haufung auf (5, 141). Genomweite Untersuchungen zur familiaren Haufung
und genetischen Pradisposition haben dabei 99 Gen-Loci aufgedeckt, die mit einem
erhohten Risiko fur CED assoziiert sind, wobei mindestens 28 dieser Loci (wie Gen-
Loci fur IL23R, IL10, JAK2, STAT3 und TNFSF15) sowohl mit CU als auch mit MC
assoziiert sind. Die 47 mit CU assoziierten Risiko-Gen-Loci (wie HNF4A, IL1R2 und
IRF5) konnen jedoch nur 16% und die 71 mit MC assoziierten Risiko-Gen-Loci (wie
NOD2/Card15, IL2RA und SP140) kénnen lediglich 23,2% der Vererblichkeit der
jeweiligen Erkrankung erklaren (150, 152). Weiterhin ist fir diverse Umweltfaktoren
ein Zusammenhang mit CED vermutet und teilweise auch nachgewiesen worden,
beispielsweise fur das Rauchen. Fur Raucher betragt dabei das Risiko, an CU zu
erkranken, nur 40% des Risikos fur Nichtraucher. Im Gegensatz dazu ist Rauchen
mit einem zweifach héheren Risiko fur MC assoziiert als das Nicht-Rauchen (5). Die
Pravalenz der CED ist dartber hinaus in der stadtischen Bevolkerung und in héheren
soziookonomischen Schichten erhoht (5). Die in den letzten Jahrzehnten
verbesserten hygienischen Verhéaltnisse der Industrielander und die daraus
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resultierenden gqualitativen Veranderungen der intestinalen Flora und Immunantwort
scheinen dabei eine wesentliche Bedeutung fir die steigende Inzidenz der CED zu

haben (sogenannte Hygiene-Hypothese) (141, 153).

Eine wesentliche Voraussetzung fur das Zustandekommen von CED ist die lokale
intestinale Flora. Bei keimfrei aufgezogenen Versuchstieren kann in diversen
Colitismodellen keine intestinale Entzindung induziert werden (154 - 156). Am
ileozokalen Ubergang und im Rektumbereich - die beiden Orte der hdchsten
Bakteriendicht im menschlichen Darm - hingegen manifestieren sich CED am
haufigsten (141, 157). Weiterhin zeigen CED-Patienten im Gegensatz zu Gesunden
eine fehlende Toleranz gegeniber eigenen Darmbakterien (158), sodass T-Zell-
Klone isoliert werden konnten, die gegen intestinale Bakterien spezifisch reagieren
(159). Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen konnten dabei umfangreiche
Erkenntnisse Uber die Rolle des intestinalen Immunsystems bei CED liefern, die fur
eine Dysregulation zwischen pro- und antinflammatorischen Einflussen auf
mukosaler Ebene sprechen. Auf Seiten der proinflammatorischen Komponenten
stehen hier die TH;-und TH17-spezifischen Zytokine IFN-y, TNF, IL-1, -6, -12, -23 und
-17 im Vordergrund, wobei das histopathologische Bild derartiger TH;-dominierter
Tiermodelle (wie das Tiermodell der DSS-induzierten Colitis) am ehesten der
Histopathologie des MC gleicht (20, 160 - 164). Eine Neutralisation von IL-6 und IL-
23 kann dementsprechend in zahlreichen Tiermodellen vor einer Enterocolitis
schitzen (160). Aber auch TH»-Zytokine (wie IL-4, -5, -13) kdnnen in bestimmten
Tiermodellen (wie im Tiermodell der Oxazolon-induzierte Colitis) mal3geblich an der
Entzindungsreaktion beteiligt sein (165, 166), wobei derartige Entzindungsreaktion
eher dem Muster der CU &hneln (161). IL-10 und TGF-B regulatorischer T-
Zellpopulationen vermégen in TH;- und TH»-Colitismodellen eine intestinale
Entzindung zu hemmen (161, 167 - 174), wohingegen IL-10-defiziente Mause unter
pathogenfreien Bedingungen eine spontane Enterocolitis entwickeln (175, 176).
Ebenso entwickeln TGF- RIl dominant negative transgene und somit TGF-
insensitive Mause eine spontane Colitis (177). Regulatorische T-Zellen kénnen ihre
Effekte dartber hinaus auch Uber Zellkontakte (wie negativ kostimulatorische
Molekile) vermitteln (178). Bei CED muss also von einer gestorten Homoostase des
intestinalen Immunsystems zugunsten einer proinflammatorischen (TH;-, TH,- oder
THj7-gerichteten) Immunantwort ausgegangen werden. Dies erklart auch die

Behandlungserfolge mit immunsuppressiven und antiinflammatorischen Therapeutika
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(wie 5-Aminosalicylsaure), welche potente Inhibitoren dieser proinflammatorischen

Zytokine auf Ebene der Transkription nuklearer Faktoren (wie NF-kB) sind (5).

1.3.3 CpG-Motive und CED

Es zeigte sich, dass insbesondere CpG-Motive bakterieller DNA unter bestimmten
Umstanden in der Lage sind, im intestinalen Immunsystem Toleranzmechanismen zu
durchbrechen, wobei ebenso erwdhnt werden muss, dass eine Interaktion mit
Bestandteilen der intestinalen Flora auch protektive Effekte auf Epithelzellen und die
regionale Immunfunktion zu haben scheint (140, 179, 180). Tatsachlich konnte in
Mausmodellen nachgewiesen werden, dass die Stimulation von TLR9 mit CpG-
Motiven sowohl wahrend der akuten als auch insbesondere in der chronischen
Phase einer DSS-induzierten Colitis zu einem deutlich proinflammatorischen Effekt
mit massiv verstarkter I1L-12-, IFN-y- und TNF-Produktion fihrt (179, 181 - 183).
Verglichen mit der apikalen TLR9-Stimulation, zeigt die Stimulation an der
basolateralen Epithelzellseite eine noch starkere Entziindungsreaktion mit erhdhter
NF-kB-Aktivierung, sodass dieser Effekt bei der ohnehin gestorten chronisch
entziindeten Epithelzellbarriere zum Fortschreiten der CED beitragen konnte (179,
184). Eine ,prophylaktische TLR9-Aktivierung durch CpG-Motive bakterieller DNA
vor Induktion einer Entzindung - also im gesunden Gewebe - zeigte jedoch in
verschiedenen Mausmodellen schitzende Effekte mit verringerter IFN-y- und
erhohter 1L-10-Produktion (179, 182, 185 - 188). Die Induktion regulatorischer T-
Zellen scheint dabei an der Ausbildung dieser schitzenden intestinalen
Immuntoleranz beteiligt zu sein (171, 179, 187, 188). Zur Induktion entsprechender
regulatorischer T-Zellen ist die Interaktion von TLR9 mit endogener bakterieller DNA
oder exogenen CpG-Motiven eine notwendige Voraussetzung und Typ-I-Interferon
(wie IFN-a), TGF-B und DCs spielen dabei eine wichtige Rolle (89, 171, 179, 187 -
190). TLR9-abhéngige Mechanismen sind somit entscheidend fir die intestinale
Immunfunktionen, da sie sowohl an der Aufrechterhaltung von Toleranz-
mechanismen (191), als auch - unter bisher noch unklaren Umstanden - am Verlust
der intestinalen Homdostase beteiligt zu sein scheinen (192). Auch fur andere TLR-
Liganden konnten ahnlich paradoxe Effekte wie fur die CpG-Motive beschrieben
werden (140, 179). Der Grund fir diese paradoxen Effekte liegt moglicherweise in

einer differenzierten Regulation des TLR-Signalwegs im chronisch entzindlichen
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Milieu verglichen mit der Regulation im gesunden Milieu. Neuere Forschungs-
ergebnisse zeigen, dass die konstitutiv aktive Glykogen-Synthase-Kinase 3-p (GSK3-
B) ein derartiges Regulatorprotein sein konnte (121, 179, 193). Die GSK3- scheint
dabei fur ihr regulatorisches Potential die Kompetition um das im Zellkern begrenzt
vorhandene p300/CBP (CREB-binding protein) auszunutzen, da p300/CBP fiur die
phosphorylierten Formen von CREB und NF-kB ein essentieller Co-Faktor ist (121,
194 - 196). GSK3-B in ihrer aktiven Form vermindert die Aktivitat und DNA-
Bindefahigkeit von CREB, sodass die Serin-276-phosphorylierte p65-Untereinheit
von NF-kB und CBP interagieren kdnnen und es somit zu einer erhdhten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine (wie IL-6, IL-12 oder TNF) kommt (121, 193, 197). Die
Stimulation bestimmter TLRs (unter anderem TLR2, 4, 5 und 9) hingegen fihrt Gber
die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und der konsekutiven Akt-
Phosphorylierung zur Phosphorylierung von GSK3-B an Serin-9, wodurch GSK3-f3
inaktiviert wird (121, 198 - 203). Viele ,downstream“Kinasen der MAPK-Kaskade
(wie ERKs und p38) sind ebenfalls in der Lage, GSK3-B an Serin-9 zu
phosphorylieren und somit zu inaktivieren (204). GSK3-B-Inhibition fuhrt dabei tber
eine erhohte Assoziation von Serin-133-phosphoryliertem CREB mit CBP und einer
erhdhten CREB-DNA-Bindefahigkeit Zu einer vermehrten Sekretion
antiinflammatorischer Zytokine (wie IL-10) und einer reduzierten NF-kB-Aktivitat (120,
193) (siehe Abb. 1.3). Die GSK3-B erfullt somit alle Voraussetzungen, um als
Regulatorprotein am Scheideweg zwischen ,proinflammatorischer® NF-kB- und

»<antiinflammatorischer* CREB-Dominanz zu gelten (121).

konstitutiv aktiv ivien

Abbildung 1.3: Die Regulation der CREB- und NF-kB-Aktivitat durch die GSK3-8.

e/
UN

Man nimmt an, dass noch weitere derartige Regulatorproteine existieren, welche die
TLR-abhangige Signaltransduktion und somit letztendlich die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren je nach zugrunde liegendem Milieu - namlich gesund oder
chronisch entzindlich - differenziert beeinflussen. Dabei scheint der Milieu-
abhangigen Modifikation der TLR9-Signaltransduktion eine grol3e Bedeutung
zuzukommen (179, 183, 184, 186, 187).
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2 Arbeitsziele

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die Milieu-abhangige Modifikation der TLR9-
Signaltransduktion zu untersuchen. Dazu wurde die TLR9-abh&ngige Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren in intestinalen Immunzellen unter gesunden und chronisch

entzindlichen Bedingungen verglichen.

In einem ersten Schritt sollte dabei herausgearbeitet werden, wie sich der Verlust der
intakten TLR9-Signaltransduktion im gesunden Organismus auswirkt. Hierflr wurden
TLR9-intakte, wildtypische (wt) Versuchstiere und TLR9-defiziente (TLR9"')
Versuchstiere im gesunden Milieu hinsichtlich Genexpression, DNA-Bindungsaffinitét
und Zellmenge/Zellkernmenge ausgewdahlter Zytokine, Signalmolekile und

Transkriptionsfaktoren verglichen.

In einem nachsten Schritt sollten die Effekte bestimmt werden, die durch eine CpG-
vermittelte TLR9-Stimulation im gesunden Milieu ausgel6st werden. Gesunde wt
Versuchstiere wurden dazu mit CpG-ODN behandelt und anschliel3end den Kontroll-
tieren im Hinblick auf Genexpression, DNA-Bindungsvermdgen und Zellmenge aus-

gewahlter Zytokine, Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren gegenibergestellt.

In einem dritten Schritt sollte die basale Genexpression, DNA-Bindungsaffinitat und
Zellmenge ausgewahlter Zytokine, Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren in ge-
sunden und in chronisch entziindeten wt Versuchstieren verglichen werden. Hierzu

wurde in den entsprechenden Versuchstieren eine chronische DSS-Colitis induziert.

In einem weiteren Schritt sollten - analog zu den Untersuchungen im gesunden
Milieu - die Effekte einer CpG-induzierten TLR9-Aktivierung im chronisch entzind-
lichen Milieu herausgearbeitet werden. Hierzu wurde in wt Versuchstieren zunachst
eine chronische DSS-Colitis induziert. Anschliel3end wurde ein Teil der chronisch
erkrankten Versuchstiere mit CpG-ODN behandelt und mit den chronisch erkrankten
Kontrolltieren hinsichtlich Genexpression, DNA-Bindungsvermogen und Zellmenge

ausgewabhlter Zytokine, Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren verglichen.

In einem letzten Schritt wurden Genexpression, DNA-Bindungsaffinitat und
Zellmenge ausgewahlter Zytokine, Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren bei
CpG-getragener TLR9-Stimulation im gesunden und chronisch entztindlichen Milieu

miteinander verglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1

Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.1.1.1 Allgemeine Gerate, Software und Verbrauchsmaterialien

Gerat

Bezugsquelle

Abzug Variolab Mobilien VV90

Waldner, Wangen

Analysenwaage, MC-1, Analytic AC210S

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Flockeneisbereiter AF 20

Williams Scotsman, Baltimore, USA

Gefrierschrank (-80°C) HERAfreeze

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Gefrierschrank (-20°C) GS 3183

Liebherr, Bulle, Schweiz

Inkubator BB 6220

Heraeus Holding, Hanau

Kiihlschrank KT1630

Liebherr, Bulle, Schweiz

Lichtmikroskop DMIL

Leica Microsystems, Wetzlar

Magnetriihrer MR 3001

Heidolph, Schwabach

Mikropipette, Reference (var.), 0,5-10 ul

Eppendorf, Hamburg

Mikropipette, Reference (var.), 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikropipette, Reference (var.), 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikropipette, Reference (var.), 0,1-1 ml

Eppendorf, Hamburg

Mikropipette, Research (var.), 2,0-20 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikropipette, Research (var.), 20-200 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikroprozessor-pH-Meter CG 840

Schott SI Analytics, Mainz

Multipipette, Transferpette-8, 20-200 pl

Brand, Wertheim

Multipette plus

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe PIPETBOY acu

INTEGRA Biosciences, Fernwald

Schiittelapparat 3016

GFL, Burgwedel

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Waage, MC-1, Laboratory LC6200S

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Wasseraufbereitungssystem, Milli-Q
Advantage A10

Merck Millipore, Billerica, USA

Zeitmesser TR 118

Oregon Scientific, Tualatin, USA

Zentrifuge, Centrifuge 5415 D

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge, Heraeus Biofuge Fresco 17 R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifuge, Heraeus Megafuge 1.0R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifuge, Heraeus Multifuge 3SR

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifuge, Sprout Mini-Centrifuge

Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA

Software

Bezugsquelle

ImageQuant Version 5.2

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA

SD System (SDS) Software Version 2.3

Life Technologies, Carlsbad, USA

SigmaPIlot Version 11.0

Systat Software, San Jose, USA

SoftMax Pro Microplate Data Acquisition
& Analysis Software Version 2.34

Molecular Devices, Sunnyvale, USA
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Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

BD Falcon Tube, 15 ml

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

BD Falcon Tube, 50 ml

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Combitips plus, 2,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Combitips plus, 5 ml

Eppendorf, Hamburg

Corning Costar 96-well-Mikrotiterplatten

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Pipette, Corning Costar Stripette, 5 ml

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Pipette, Corning Costar Stripette, 10 ml

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Pipette, Corning Costar Stripette, 25 ml

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Pipette, Corning Costar Stripette, 50 ml

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Pipettenspitze (Eppendorf) farblos, 10 pl

Sarstedt, NUrnbrecht

Pipettenspitze (Eppendorf) gelb, 20 pl

Sarstedt, NUrnbrecht

Pipettenspitze (Eppendorf) gelb, 200 pl

Sarstedt, Nirnbrecht

Pipettenspitze (Eppendorf) blau, 1000 pl

Sarstedt, Nirnbrecht

Safe-Lock-Gefal 3810X, 1,5 ml, farblos

Eppendorf, Hamburg

Standardreaktionsgefald 3810X, 1,5 ml,
farblos bzw. ambra (Lichtschutz)

Eppendorf, Hamburg

3.1.1.2 Spezielle Materialien und Chemikalien fur die Versuchstierbehandlung

Versuchstiere

Bezugsquelle

Versuchsmause, BALB/c

Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich

Versuchsméause, C57BL/6

Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich

Versuchsmause, C57BL/6 TLR9™

Transgene Eigenzucht

Chemikalie

Bezugsquelle

Dextransulfat Natriumsalz (DSS)

MP Biomedicals, Solon, USA

DPBS (1x) PAA, ohne Ca*" / Mg?", steril

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

Oligodesoxynukleotid  Sequenz

Bezugsquelle

CpG-Motiv, ODN 1668 | 5-TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3’ | Metabion,
(Tm 58,0) (MW 6364) Martinsried
GpG-Motiv, ODN 1668G | 5-TCC ATG AGG TTC CTG ATG CT-3’ | Metabion,
(Tm 58,0) (MW 6404) Martinsried

3.1.1.3 Spezielle Gerate und Chemikalien fur die Zellisolation sowie fiur die

Herstellung und Quantifizierung von Protein- und RNA-Lysaten

Gerat

Bezugsquelle

|EMax® Endpoint ELISA Microplate Reader | Molecular Devices, Sunnyvale, USA
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Chemikalie Bezugsquelle
Bicinchoninsaure-L6sung Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Bio-Rad Protein-Assay Dye-Reagent Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
BSA, Fraktion V Biomol, Hamburg

CHAPS, BioXtra, 298% (TLC) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Complete Mini, protease inhibitor cocktail |Roche, Basel, Schweiz

Na,HPO, x 2H,0, 299,5 %, p.a. Roth, Karlsruhe

Ethanol (absolut), 299,9% Mallinckrodt Baker, Griesheim

FBS, 0,2 um steril gefiltert, Cos-zertifiziert | PAN-Biotech, Aidenbach
Flissigmedium, VLE-RPMI 1640, mit Biochrom, Berlin

stabilem Glutamin, mit 2,0 g/l NaHCO3

HEPES, PUFFERAN, 299,5 %, p.a. Roth, Karlsruhe

KCIl, EMSURE Merck, Darmstadt

KH,PO,4, EMSURE, ISO Merck, Darmstadt
Kupfer(ll)-sulfat-Losung, 4 % (w/v) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
2-Mercaptoethanol, 299,0%, p.a., ACS Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
NaCl, 299,5 %, p.a., ACS, ISO Roth, Karlsruhe

NaszVO4, 290% (Titration) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
DPBS (1x) PAA, ohne Ca”* / Mg*", steril |GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
DPBS PAA, mit MgCl, / CaCl,, steril Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
PMSF, 298,5% (GC) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
RIPA Buffer Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Saccharose Merck, Darmstadt
Biochemikalienfertigkombination Bezugsquelle

Aktivitatsassays, TransAM® IRF7 / NF-kB |Active Motif, Carlsbad, USA
p65 / pCREB Transcription Factor ELISA
Kits

DNase, RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden

RNA-Isolationssystem, RNeasy® Mini Kit |Qiagen, Hilden

3.1.1.4 Spezielle Gerate, Materialien und Chemikalien fir die Untersuchungen

mittels quantitativer TagMan® Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Gerat Bezugsquelle

ABI Prism 7900HT SD System Life Technologies, Carlsbad, USA
Thermocycler T3 Biometra, Gottingen
NanoPhotometer Implen, Minchen
Verbrauchsmaterial Bezugsquelle
Filterpipettenspitzen (steril), Filter Tip, Kisker Biotech, Steinfurt

A20S, 0,5-20ul

Filterpipettenspitzen (steril), SafeGuard PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Filterspitzen 0,1-10 pl
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Filterpipettenspitzen (steril), SafeGuard
Filterspitzen 1-100 pl

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Filterpipettenspitzen (steril), SafeGuard
Filterspitzen 100-1000 pl

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Gewebehomogenisierer, QlAshredder

™ Qiagen, Hilden

Polypropylen-PCR-Mikroplatte, Thermo-
well GOLD PCR Plate, 384 Well, klar

Corning, Corning, USA

Versiegelfolie, ABsolute™ QPCR Seal

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Chemikalie

Bezugsquelle

Arbeitsflachenreiniger, RNaseZAP™

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Brilliant 1 QPCR Master Mix High ROX

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

DEPC behandeltes Wasser, Nuklease-
frei, steril-filtriert, autoklaviert

Roth, Karlsruhe

Ethanol (absolut), 299,9%

Mallinckrodt Baker, Griesheim

Primer/Sonde

Sequenz

Bezugsquelle

IFN-y 5-TGC TGA TGG GAG GAG ATG TCT-3 Eurofins MWG
forward primer Operon, Ebersberg
IFN-y 5-TGC TGT CTG GCC TGC TGT TA-3’ Eurofins MWG
reverse primer Operon, Ebersberg
IFN-y 5-CAC TCC GGG CCA GC-3 Eurofins MWG
Sonde Operon, Ebersberg
TNF 5-CAC AAG ATG CTG GGA CAG TGA-3 Eurofins MWG

forward primer

Operon, Ebersberg

TNF
reverse primer

5-TCCTTG ATG GTG GTG CAT GA-3’

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

TNF
Sonde

5'-CTG GAC TGT GGG CCT-3’

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IL-6
forward primer

5’-CCA CGG CCT TCC CTACTT C-3

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IL-6
reverse primer

5-TGG GAG TGG TAT CCT CTG TGA A-3

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IL-6
Sonde

5-CAA GTC CGG AGA GGA G-3'

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IL-10
forward primer

5’-GAG AAG CTG AAG ACC CTC AGG AT-3

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IL-10
reverse primer

5-GCT CCACTG CCT TGC TCT TAT T-3'

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IL-10
Sonde

5-CTG AGG CGC TGT CAT CGATTT CTC CC-3

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IRF4
forward primer

5-GAA GCC TTG GCG CTC TCA-3’

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IRF4
reverse primer

5-CAC GAG GAT GTC CCG GTA AT-3

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

IRF4
Sonde

5-ACT GCC GGC TGC ATATCT GCC TG-3'

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg
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IRF7 5-CAG CCT TGG GTT CCT GGA T-3 Eurofins MWG
forward primer Operon, Ebersberg
IRF7 5-CCC ACC ACT GCC TGT AGC-3’ Eurofins MWG
reverse primer Operon, Ebersberg
IRF7 5-TGA CCATCATGT ACA AGG GCC GCA-3 Eurofins MWG
Sonde Operon, Ebersberg
IRF5 5-CTG TAC AGG TGG TAC CTG TTG CA-3’ Eurofins MWG
forward primer Operon, Ebersberg
IRF5 5-GTG TGC CGA CCA AGA AAG CT-3 Eurofins MWG
reverse primer Operon, Ebersberg
IRF5 5-CCC GGT TGC TGG AGATGT TCT-3 Eurofins MWG
Sonde Operon, Ebersberg
IRF1 5-GTG TCA CCC ATG CCT TCC A-3 Eurofins MWG
forward primer Operon, Ebersberg
IRF1 5-TCT TCG GCT ATC TTC CCT TCC T-3 Eurofins MWG
reverse primer Operon, Ebersberg
IRF1 5-ACT GCC GGC TGC ATATCT GCC TG-3’ Eurofins MWG
Sonde Operon, Ebersberg

3.1.1.5 Spezielle Gerate, Materialien und Chemikalien fur die Untersuchungen

mittels DNA-Bindungsaktivitats-Assays

Gerat

Bezugsquelle

|EMax® Endpoint ELISA Microplate Reader |Molecular Devices, Sunnyvale, USA |

Biochemikalienfertigkombination

Bezugsquelle

Aktivitatsassays, TransAM® IRF7 / NF-kB
p65 / pCREB Transcription Factor ELISA
Kits

Active Motif, Carlsbad, USA

3.1.1.6 Spezielle Gerate, Materialien und Chemikalien fur die Untersuchungen

mittels Gelelektrophorese, Western Blot und

Proteine

Immundetektion der

Gerat

Bezugsquelle

Elektrophoresegerat Power Ease 500

Life Technologies, Carlsbad, USA

Elektrophoresemodul, XCell SureLock™
Mini-Cell mit XCell II™ Blot- Modul-Kit

Life Technologies, Carlsbad, USA

Entwicklungsmaschine CURIX 60

Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien

Entwicklungskassette, Amersham
Hypercassette™ (Standardtiefe), 8 x 10 “

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

Personal Densitometer Sl, Model 375A

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
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Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Elektrophoresegel, NUPAGE Novex 4-
12% Bis-Tris Gel 1,0 mm, 10 und 12 well

Life Technologies, Carlsbad, USA

Nitrozellulosemembran, Filterpapier-
Sandwich, 0,45 um Porengrof3e

Life Technologies, Carlsbad, USA

Pipettenspitzen, Prot/Elec Pipet Tips

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Chemikalie

Bezugsquelle

Antioxidanz, NUPAGE Antioxidant

Life Technologies, Carlsbad, USA

Bromphenolblau (Natriumsalz)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

BSA, Fraktion V

Biomol, Hamburg

DMSO, 299,5%

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS), LAB

Merck, Darmstadt

PAGE-Laufpuffer, NUPAGE MOPS SDS
Running Buffer (fur Bis-Tris Gele) (20x)

Life Technologies, Carlsbad, USA

Entwicklerlésung, G153 A Developer

Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien

Entwicklerlosung, G153 B Developer

Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien

EDTA, 299 %, p.a., ACS

Roth, Karlsruhe

Film, Amersham Hyperfilm ECL 18x24cm

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

Film, CL-XPosure™ X-Ray Film 18x24cm

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Fixiererlosung, G354 Rapid Fixer

Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien

Glycerin, EMSURE, ACS, Ph Eur

Merck, Darmstadt

Luminol Natriumsalz, 298% (Titration)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Magermilchpulver

TSI Sucofin, Zeven

2-Mercaptoethanol, 299,0%, p.a., ACS

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Methanol, EMSURE, ACS, ISO, Ph Eur

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, 299,5 %, p.a., ACS, ISO

Roth, Karlsruhe

p-Cumarisaure, =98,0% (HPLC)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

TWEEN 20 viscous liquid

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Ponceau S, Standard Fluka

Sigma-Aldrich Fluka, Saint Louis, USA

Salzsaure, rauchend, 37%, EMSURE,
ACS, ISO, Ph Eur

Merck, Darmstadt

Streptavidin-HRP

Hycult Biotech, Uden, Niederlande

Striplésung, ReBlot Plus Strong Antibody
Stripping Solution, 10x

Merck Millipore Chemicon, Billerica, USA

TRIS/Base, PUFFERAN, 299,9 %, Ultra

Roth, Karlsruhe

TRIS/HCI, PUFFERAN, 299 %, p. a.

Roth, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid, 30%, stabilisiert,
EMPROVE exp, Ph Eur, BP, USP

Merck, Darmstadt

Western Blot-Transferpuffer, NUPAGE
Transfer Buffer (20x)

Life Technologies, Carlsbad, USA

Marker

Bezugsquelle

RPN756V High-Range Rainbow Molecular
Weight Markers (14,3-220kDa) Amersham

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

RPN 800E Full-Range Rainbow Molecular
Weight Markers (12-225kDa) Amersham

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
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Primarer Antikbrper Konjugat Spender- Klon Bezugsquelle
organsimus

Anti-Actin Maus C4 Merck Millipore Chemicon,
Billerica, USA

Anti-B-Actin HRP Maus AC-15 |Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA

Anti-GSK3-3 Kaninchen [27C10 |Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

Anti-IRF1 Ziege polykl. |R&D Systems,
Minneapolis, USA

Anti-IRF3 Kaninchen |polykl. |Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

Anti-IRF4 (P173) Kaninchen |polykl. |Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

Anti-IRF5 Kaninchen |polykl. |Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

Anti-IRF7 Kaninchen |polykl. |US Biological,
Swampscott, USA

Anti-Phospho-Akt Kaninchen |D9E Cell Signaling Technology,

(Ser473) Danvers, USA

Anti-Phospho-CREB Kaninchen [87G3 |Cell Signaling Technology,

(Serl133) Danvers, USA

Anti-Phospho-CREB Biotin Kaninchen [87G3 |Cell Signaling Technology,

(Serl133) Danvers, USA

Anti-Phospho-p44/42 Kaninchen |polykl. |Cell Signaling Technology,

MAPK (Erk1/2) Danvers, USA

(Thr202/Tyr204)

Anti-Phospho-GSK3-8 Kaninchen |5B3 Cell Signaling Technology,

(Ser9) Danvers, USA

Anti-Phospho-NF-kB Maus 7F1 Cell Signaling Technology,

p65 (Ser536) Danvers, USA

Anti-Phospho-NF-kB | Biotin Kaninchen |93H1 Cell Signaling Technology,

p65 (Ser536) Danvers, USA

Anti-Phospho-p38 Kaninchen |polykl. |Cell Signaling Technology,

MAPK (Thr180/Tyr182) Danvers, USA

Anti-TBP Maus 1TBP18|Abcam, Cambridge,
Grol3britannien

Sekundarer Konjugat Spender- Klon Bezugsquelle

Antikorper organsimus

Anti-Kaninchen-1gG HRP Ziege polykl. |Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA

Anti-Maus-1gG HRP Ziege polykl. |Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA

Anti-Ziege-1gG HRP Esel polykl. |Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, USA
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3.1.2 Puffer und Losungen

3.1.2.1 Puffer und Lésungen fiur die Zellisolation, Herstellung von Protein- und

RNA-Lysaten sowie Proteinkonzentrationsbestimmung

CHAPS-Lysepuffer pH 7,4
HEPES 2,3831 ¢
Saccharose 10g
CHAPS 100 mg
PMSF-Lésung 0,1 M 1 ml
NazVO, 1ml
Complete Mini, protease inhibitor cocktail 10 Tabletten
DTT 1M 100 pl
Milli-Q-H,O ad 100 ml
Isolationsmedium

VLE-RPMI 1640 500 ml
FBS 50 ml
2-Mercaptoethanol-Lésung 1:500 500 pl
Penicillin/Streptomycin-Ldsung 5ml
2-Mercaptoethanol-L6sung 1:500

2-Mercaptoethanol 100 pl
Milli-Q-H,O 49,9 ml
Phosphate Buffered Saline (PBS) (1x) pH 7,4
NaCl 8,09
KCI 0,29
Na,HPO,4 x 2 H,O 1,44 ¢
KH,PO,4 0,29
Milli-Q-H,O ad 11
Penicillin/Streptomycin-L6sung

Penicillin/Streptomycin (100x) 1ml
PBS (steril) 99 ml
PMSF-Losung 0,1 M

PMSF 1,7419 g
Ethanol (absolut) ad 100 ml
RNA-Lysepuffer

Buffer RLT 10 mi
2-Mercaptoethanol 100 pl
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3.1.2.2 Puffer und Losungen fur die Untersuchungen mittels quantitativer
TagMan® Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

DNase | Stammldsung

lyophilisierte DNase | 1500 Kunitz-Einheiten

RNase-freies Wasser 550 ul

Ethanol 70%

Ethanol (absolut) 7 ml

DEPC-Wasser 3 ml

Reverse Transkriptase AffinityScript 2-facher Ansatz

Random Primers (0,1 pg/ul) 6 ul

AffinityScript RT Puffer (10x) 4 ul

100 mM dNTPs (25 mM je dNTP) 1,6 ul

RNase Block Ribonuklease Inhibitor (40U/ul) 1 pl

Oligo(dT) Primer (0,5 pg/pl) 2 ul

TagMan-PCR-Mastermix 3-facher Ansatz (70 pl)

Brilliant Il QPCR Master Mix High ROX 35

Forward Primer Zielgen (18 uM) 0,5 ul

Reverse Primer Zielgen (18 uM) 0,5 ul

TagMan-Sonde Zielgen (5 uM) 5ul

Forward Primer GAPDH (10 uM) 0,75 ul

Reverse Primer GAPDH (10 uM) 0,75 ul

TagMan-Sonde GAPDH (20 pM) 0,5u

cDNA-Probe (50 ng/ul) 27 ul

3.1.2.3 Puffer und Losungen far Untersuchungen mittels

Gelelektrophorese, Western Blot und Immundetektion der Proteine

Detektionslésung

Wasserstoffperoxid 30% 3,05 ul
ECL-Mix Gesamtldsung 10 mi
ECL-Mix

Losung 1

Luminol Natriumsalz 99,57 mg
DMSO 2ml
Losung 2

p-Cumarisdure 14,7744 mg
DMSO 1 ml
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Losung 3

Tris/HCI-L6ésung 1 M pH 8,5 20 ml
Gesamtlésung

Losung 1 2 ml
Losung 2 0,89 ml
Losung 3 20 ml
Milli-Q-H,O 177,11 ml
EDTA-L6sung 0,5 M

EDTA 146,125 g
Milli-Q-H,O ad 11
Gelelektrophorese-Laufpuffer

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) 25 ml
Milli-Q-H,O 475 ml
Inkubationslésung 5%

BSA oder Magermilchpulver 50
Waschpuffer ad 100 ml
Laemmli-Puffer (6x)

TRIS/HCI-Lésung 1,5 M pH 6,8 2,5ml
SDS-L6sung 20% 3ml
EDTA-LGsung 0,5 M 0,24 ml
Glycerin 2 ml
Milli-Q-H,O 2,26 ml

Bromphenolblau (Natriumsalz)

1 Spatelspitze

2-Mercaptoethanol

0,2 ml

NaCl-Losung 5 M

NaCl 146,1 g
Milli-Q-H,O ad 500 ml
SDS-L6sung 20%

SDS 20 g
Milli-Q-H,O ad 100 ml
Strip-L6sung

ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution, 10x |2 ml
Milli-Q-H,O ad 18 ml
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Tris/HCI-L6sung 1,5 M pH 6,8
TRIS/HCI 236,34 g
Milli-Q-H,O ad 11
Tris/HCI-L6sung 1 M pH 8,5
TRIS/HCI 157,56 ¢
Milli-Q-H,O ad 11
Tris/HCI-L6ésung 0,5 M pH 6,8
TRIS/HCI 19,695 g
TRIS/Base 15,1425 g
Milli-Q-H,O ad 500 ml
Waschpuffer

Tris/HCI-L6ésung 0,5 M pH 6,8 20 ml
NaCl-Lésung 5 M 20 ml
TWEEN 20 1 ml
Milli-Q-H,O ad 959 ml
Western Blot Transferpuffer

NuPAGE Transfer Buffer (20x) 20 ml
Methanol 50 ml
NuPAGE Antioxidant 0,5 ml
Milli-Q-H,O 429 ml

3.2 Methoden

3.2.1 Die Behandlung von Versuchstieren

Fur alle im Folgenden beschriebenen Tierversuche wurden ausschlie3lich weibliche

Versuchsmause verwendet und im Tierlabor des Universitatsklinikums Regensburg

(Forschungsbau H1) unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die Haltung der

Versuchstiere erfolgte in einzelbelufteten Kafigen (Individually Ventilated Cage, 1IVC)

bei konstanter Luftfeuchtigkeit (etwa 70%) und Temperatur (21°C £ 1°C) mit einem

zwolfstiindigen Licht-Dunkel-Wechsel. Das Futter- und Trinkwasserangebot an die

Versuchstiere erfolgte ad libitum einmal wochentlich. Der Kafigwechsel erfolgte

ebenfalls regelméaRig in einem einwdchigen Abstand.
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Die Versuchstierhaltung und die Tierexperimente erfolgten durch qualifiziertes
Personal in den der Aufsichtsbehdrde benannten R&aumlichkeiten (gemafl und
vorbehaltlich einer erteilten Erlaubnis nach 88 und 811 TschG) mit Genehmigung der

Bezirksregierung Oberpfalz und der zustandigen Ethikkommission.

Die Behandlung der Versuchstiere begann stets nach etwa vier Wochen Kafighal-

tung, nachdem die Tiere ein Ausgangsgewicht von mindestens 20 g erreicht hatten.

3.2.1.1 Die Untersuchungen an TLR9” C57BL/6 M&usen

Die TLR9” C57BL/6 Mause stammten aus einer Eigenzucht und wurden
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Shizuo Akira
(Universitat Osaka) Uberlassen. Die Erzeugung der transgenen Mauslinie erfolgte
hierbei durch homologe Rekombination an embryonalen Stammzellen von wt
C57BL/6 Mausen der Firma Janvier. Der gewlnschte Erfolg der transgenen
Rekombination wurde durch Genotypisierung kontrolliert. Die TLR9” Mause
zeichnen sich durch das Fehlen eines intakten TLR9-Gens in parenchymatischen

Gewebezellen und zirkulierenden Immunzellen aus.
Als Vergleichsgruppe dienten wt C57BL/6 Mause der Firma Janvier.

Die  Versuchstiere verblieben bei oben beschriebenem Futter- und
Trinkwasserangebot unbelassen. Sobald die Versuchstiere das noétige
Ausgangsgewicht erreicht hatten beziehungsweise nach einer gewissen Dauer der
Kafighaltung, wurden die Tiere getotet und weiterverarbeitet.

3.2.1.2 Die Untersuchungen an wt C57BL/6 Mausen

Sobald die wt C57BL/6 Mause das nétige Ausgangsgewicht erreicht hatten, wurde in
einem Teil der Versuchstiere vor der eigentlichen Behandlung eine chronische DSS-
Colitis induziert, wahrend der andere Teil der Versuchstiere bis zur eigentlichen

Behandlung unbelassen verblieb.

Die Induktion einer chronischen Colitis mit Hilfe von Dextransulfat Natriumsalz
(dextrane sulfate sodium salt, DSS) verlief in vier identischen Zyklen von je 14 Tagen

Dauer. Bei jedem Zyklus wurde den Versuchsméausen wahrend der ersten sieben
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Zyklustage 1,5% DSS in das Trinkwasser gegeben. In der zweiten Zykluswoche
erhielten die Tiere normales Trinkwasser. Nach Vollendung des letzten Zyklus
erhielten die nun chronisch erkrankten Tiere fur vier weitere Wochen normales

Trinkwasser.

Der erste Teil der chronisch erkrankten Versuchstiere und der erste Teil der gesund
belassenen Versuchstiere erhielten im Anschluss finf Tage lang jeweils einmal pro
Tag eine intraperitoneale Injektion von 10 pg des CpG-Motivs (ODN 1668) geldst in
100 pl sterilem PBS (1x). Der zweite Teil der chronisch erkrankten Versuchstiere und
der zweite Teil der gesund belassenen Versuchstiere erhielten anstelle des CpG-
Motivs 10 pg des GpG-Motivs (ODN 1668G) gel6st in 100 ul sterilem PBS (1x)
taglich an funf aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal appliziert. Beim dritten
Teil der chronisch erkrankten Versuchstiere und beim dritten Teil der gesund
belassenen Versuchstiere erfolgte die tagliche intraperitoneale Applikation von
lediglich 100ul sterilem PBS (1x) an funf konsekutiven Tagen. Der vierte Teil der
chronisch erkrankten Versuchstiere und der vierte Teil der gesund belassenen

Versuchstiere verblieben wahrend dieser fiinf Tage unbehandelt.

Die Toétung und Weiterverarbeitung aller Versuchstiere erfolgte am sechsten Tag
nach Behandlungsbeginn.

Bei dem verwendeten CpG-Motiv (ODN 1668) handelte es sich um ein Typ-B/K-CpG-
Motiv mit Spezifitat fir den murinen TLR9. Das verwendete GpG-Motiv (ODN 1668G)
unterschied sich vom CpG-Motiv (ODN 1668) dabei lediglich durch den Austausch

von Cytosin durch Guanin an Position 8 der Oligonukleotidkette.

3.2.2 Die Zellisolation und die Herstellung von Protein- und RNA-Lysaten
3.2.2.1 Die Aufarbeitung muriner Gewebeproben

Zur Gewinnung von Zellen wurden die Tiere mittels CO,-Begasung bis zur Erstickung
betdubt und anschlieRend seziert. Je nach Versuchsablauf wurden die Milz, das
gesamte Kolon sowie die mesenterialen Lymphknoten (MLN) entlang des Darm-
paketes entnommen (siehe Abb. 3.1) und in Kulturmedium bis zur Weiterverarbeitung
bei 4°C aufbewahrt. Im Anschluss erfolgte die Isolation der murinen Splenozyten,

Lamina propria Lymphozyten (LPL) und MLN-Zellen aus den jeweiligen Gewebearten
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gemald standardisierter Protokolle. Die dabei gewonnenen Zellisolate wurden in
Isolationsmedium resuspendiert und standen dann zur Gewinnung von

Gesamtzelllysaten, Zellkernextrakten und RNA-Lysaten zur Verfugung.

mesenteriale
Lymphknoten

AN

Abbildung 3.1: Ubersicht der entnommenen Gewebearten [adaptiert nach (205)].

3.2.2.2 Die Herstellung von Protein- und RNA-Lysaten

Zur Gewinnung von Gesamtzelllysaten, Zellkernextrakten und RNA-Lysaten kamen
standardisierter Protokolle zur Anwendung. Bei der Herstellung von GZ wurde
CHAPS-Lysepuffer verwendet, bei der Erzeugung von ZK hingegen Complete Lysis
Buffer (CLB) aus den TransAM®-Assays der Firma Active Motif. Die Herstellung von

RNA-Lysaten erfolgte mit RNA-Lysepuffer.

3.2.3 Die Konzentrationsbestimmung in Proteinlysaten
3.2.3.1 Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Gesamtzelllysaten

Der Proteingehalt in den Gesamtzelllysaten wurde mit Hilfe der Methode von Smith
et. al. (1985) photometrisch ermittelt (206). Dazu wurden je 10 pl der Gesamt-
zelllysate auf eine 96-well-Mikrotiterplatte in Doppelbestimmung aufgetragen. Pro
Mikrotiterplatte wurden zusatzlich je 10 ul einer BSA-Proteinstandardreihe bekannter
Konzentration als Referenz sowie je 10 pl reiner Lysepuffer als Leerwert jeweils in
Doppelbestimmung mitgefuhrt. Anschlieend wurden pro Mikrotiterplattenvertiefung
200ul Entwicklungsreagenz - bestehend aus einem Volumenteil Kupfer(ll)-sulfat-
Pentahydrat-Losung (4%) und 50 Volumenteilen Bicinchoninsaure-Losung -
zugegeben und fur 30 Minuten im Dunklen bei 37°C und 10% CO, inkubiert. Bei
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diesem Inkubationsschritt komplexierten die nachzuweisenden Proteine Uber ihre
Peptidbindungen mit den Kupfer(ll)-lonen (Biuretreaktion) und reduzierten diese
dann zu Kupfer(l)-lonen. Die Kupfer(l)-lonen wurden daraufhin in einem stabileren
Komplex blau-violetter Farbe von je zwei Molekilen Bicinchoninsédure gebunden (206
- 208). Die Absorption dieses Farbkomplexes wurde dann bei Raumtemperatur und
einer Wellenlange von 540 nm gemessen. Nach Abzug des Leerwerts wurde anhand
des BSA-Proteinstandards eine Eichgerade erstellt, die es erlaubte, den

Proteingehalt des jeweiligen Gesamtzelllysates zu berechnen.

3.2.3.2 Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zellkernextrakten

Die Proteinkonzentration der Zellkernextrakte wurde photometrisch mit Hilfe des BIO-
RAD Protein Assays bestimmt, welcher auf der Methode von Bradford et. al. (1976)
beruht (209). Bei diesem Assay macht man sich die Tatsache zunutze, dass bei der
Bindung des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (CBBG) an
Proteine in saurer Lésung ein Farbumschlag von Rot nach Blau beobachtet werden
kann und sich dabei das Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm verschiebt.
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist somit ein Mal3 fir die
Proteinkonzentration der Probenlésung (210 - 212). Zur praktischen Durchfiihrung
wurden jeweils 800 pl einer BSA-Verdinnungsreihe bekannter Konzentration sowie
800 pl eines Leerwerts von reiner PBS-L6sung in ein Reaktionsgefal} pipettiert. Von
den Zellkernisolaten wurde je 1 pl in ein Reaktionsgefal3 Uberfihrt und mit 799 pl
PBS-L6sung versetzt. Zu allen Reaktionsgefal3en wurden dann 200 pl des CBBG-
haltigen BIO-RAD-Farbstoffs gegeben und der Inhalt des Reaktionsgefalles solange
durchmischt bis eine homogene Farblosung entstand. Nach einer 20-mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden aus jedem Reaktionsgefal? 200 ul Inhalt
entnommen und in Doppelbestimmung auf eine 96-well-Mikrotiterplatte tbertragen.
Dann wurde die jeweilige Absorption photometrisch bei einer Wellenlange von 595
nm bestimmt und anschlieBend des Leerwerts bereinigt. Anhand der BSA-
Verdunnungsreihe lie3 sich dann eine Eichgerade erstellen, mit deren Hilfe der
Proteingehalt der Zellkernextrakte ermittelt werden konnte.
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3.24 Die Untersuchungen mittels quantitativer TagMan® Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion
3.2.4.1 Die Isolation der RNA aus RNA-Lysaten

Zunachst wurden die RNA-Gewebelysate homogenisiert, in dem diese bei 16100 rpm
fur zwei Minuten durch eine QIlAshredder™-Spinsaule zentrifugiert wurden.
AnschlieRend erfolgte die Isolation der RNA aus RNA-Gewebelysaten mit Hilfe des
RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen gemaR dem Herstellerprotokoll. Das erhaltene

RNA-Isolat wurde im Anschluss quantifiziert.

3.2.4.2 Die Bestimmung der RNA-Konzentration in den RNA-Isolaten

Die Menge an Nukleinsauren in den RNA-Isolaten wurde mit dem Nanophotometer
von IMPLEN spektrophotometrisch quantifiziert. Nach Eichung des Gerats und
Ermittlung eines Leerwerts aus RNase-freiem Wasser, wurde durch Auftragung von 1
pl der jeweiligen RNA-Isolate auf das Detektionsfeld der Messkivette die Absorption

bei 260 nm bestimmt und auf die entsprechende RNA-Menge zurtickgerechnet.

3.2.4.3 Das Umschreiben der RNA-Isolate in cDNA

Zur Durchfihrung der gquantitativen Echtzeit-PCR war es notwendig, die vorhandene
RNA mittels reverser Transkription in cDNA zu tberfihren. Dazu wurden pro RNA-
Isolat 2 ug RNA in ein Reaktionsgefald vorgelegt und mit RNase-freiem Wasser auf
ein Volumen von 25,4 ul gebracht. Nach Zugabe von 14,6 pl AffinityScript Reverse
Transkriptase wurde fur zehn Sekunden abzentrifugiert und die Probenansatze mit
Hilfe des T3-Thermocycler von Biometra in cDNA umgeschrieben. Dabei erfolgte
eine 15-mindtige Inkubation bei 42°C und eine 5-mindtige Inkubation bei 99°C. Die

erhaltene cDNA wurde dann bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.4.4 Die Durchfiihrung der TagMan® Real-Time-PCR

Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (gRT-PCR) mit Hilfe von

TagMan-Sonden (Hydrolysesonden) und einer Lasersystem-gestiutzten Fluoreszenz-
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messung ermdglichte es, die in-vitro-Amplifikation von spezifischen DNA-Abschnitten

in Echtzeit zu verfolgen und zu quantifizieren.

Die DNA-Replikation wahrend eines TagMan-PCR-Zyklus verlief dabei in folgenden

vier Schritten ab (siehe folgende Tabelle).

TagMan® Real-Time-PCR-Protokoll (9600 Emulation, 40 Zyklen)
Denaturierung 15 Sekunden, 95°C
Annealing der TagMan®-Sonde 1 Minuten, 60°C

Annealing des Primerpaares 2 Minuten, 50°C

Elongation 10 Minuten, 95°C

Zunachst wurde der DNA-Doppelstrang bei 95°C fur 15 Sekunden aufgeschmolzen
(Denaturierung). An die entstehenden DNA-Einzelstrangmolekiile lagerten sich bei
60°C innerhalb von einer Minute die passenden TagMan-Sonden an, welche an
ihrem 5%-Ende einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (FAM) und an ihrem 3‘-Ende
einen Quencher-Fluoreszenzfarbstoff (TAMRA) tragen. Bei intakten TagMan-Sonden
und somit rdumlicher Nahe unterdriickt der Quencher die Fluoreszenzemission des
Reporters. Bei 50°C lagerten sich innerhalb von zwei Minuten zusatzlich die beiden
gegenlaufig orientierten Primer-Oligonukleotide (forward und reverse primer) an die
jeweilig komplementdre DNA-Sequenz an (Annealing). Die zehnminitige
Verlangerung der zwischen den Primern liegenden Zielsequenz fand dann bei 95°C
mit Hilfe der Tag-Polymerase statt (Elongation). Dabei wurden die gebundenen
TagMan-Sonden vom 5'-Ende her durch die Tag-Polymerase hydrolysiert. Somit
wurden Quencher und Reporter raumlich getrennt und die Emissionsunterdriickung
aufgehoben, sodass nach jedem Zyklus eine steigende Reporter-Fluoreszenz
gemessen wurde (siehe Abb. 3.2). Das Fluoreszenzsignal wurde dabei auf einen

Referenzfarbstoff (ROX) normiert, um Volumenschwankungen auszugleichen.

1) Polymerisation gi Ro‘iﬁ;rét:;r 2) Sondenverdringung
Forward E
& Primer 0 Sonde Qa & Q
5 s 5 3
3 5 3 5
1 3 5' 3
5 < —
Reverse
3) Sonden- Primer 4) Abschluss der
hydrolyse %E 5 Polymersiation . \ 0
p 2 Q > - = — 3’
. = 2 5 L4
9 5 3 -
5’ 3 5' 3
& e 5

Abbildung 3.2: Prinzip der TagMan® Real-Time-PCR [adaptiert nach (213)].
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Fur einen vollstandigen qRT-PCR-Lauf wurde der beschriebene TagMan-PCR-
Zyklus 40-mal wiederholt. Der gRT-PCR-Lauf gliederte sich dabei in eine Startphase,
eine exponentielle Phase und eine abschlielende Plateauphase. Nur wéahrend der
exponentiellen Phase verdoppelte sich die Zielsequenz pro TagMan-PCR-Zyklus,
sodass der Anfang dieser exponentiellen Phase zur Quantifizierung genutzt werden
konnte. Von Interesse war dabei der sogenannte Schwellenwertzyklus (CT-Wert), an

dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt.

Als interne Kontrolle wurde in jedem Reaktionsansatz das externe Referenzgen
(housekeeping Gen) GAPDH parallel bestimmt und dessen CT-Wert gemessen. Die
GAPDH-TagMan-Sonden besalRen dabei im Gegensatz zu den Zielgen-TagMan-
Sonden einen Reporter, der mit VIC anstatt FAM versehen ist. Die Expression des
Zielgens wurde dann in Relation zu diesem Referenzgen gesetzt, um Variationen in

der Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA-Probe auszugleichen (214).

Zur praktischen Durchfihrung der Tagman-PCR wurde zuné&chst der TagMan-PCR-
Reaktionsansatz (70 pl) fir jede zu vermessende cDNA-Probe erstellt. Zuséatzlich
wurde ein Leerwert vorbereitet, bei dem die cDNA-Probe durch RNase-freies Wasser
ersetzt wurde. Der Reaktionsansatz jeder cDNA-Probe und des Leerwerts wurde
daraufhin auf jeweils drei Mikrotiterplattenvertiefungen einer 384-well-Mikrotiterplatte
a 20 pl verteilt. AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte versiegelt und fur funf bis
zehn Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Die Proben wurden dann mit dem ABI Prism
7900HT SD System von Life Technologies in 40 Zyklen amplifiziert. In jedem Zyklus
wurde dabei die freiwerdende Menge der Reporter-Farbstoffe (FAM und VIC)
vermessen und deren Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Die daraus
abgelesenen CT-Werte wurden dann mit Hilfe der SDS 2.3 Software automatisch

ermittelt.

Fur die Berechnung der relativen Genexpression von Zielgenen in Gewebeproben
von Versuchstieren mit unterschiedlicher Behandlung respektive unterschiedlichem
genetischen Hintergrund wurde fur jede Probe der CT-Wert des Referenzgens
(GAPDH) vom CT-Wert des Zielgens abgezogen (ACT). Aus den ACT-Werten der
Dreifachbestimmung wurde dann der Mittelwert gebildet.

ACT = CTZieIgen - CTReferenzgen
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Der ACT-Mittelwert der Kontrollgruppe wurde daraufhin vom ACT-Mittelwert der

Untersuchungsgruppe abgezogen und somit der AACT-Wert ermittelt.

AACT = ACTUntersuchungsgruppe - ACTKontroIIgruppe

Mit Hilfe des AACT-Werts liel3 sich zuletzt die relative Expression (Ratio) berechnen.

Ratio = 2°24CT

Die relative Expression wurde dann statistisch ausgewertet und graphisch

dargestellt.

3.2.5 Die Ermittlung der DNA-Bindungsaktivitat mittels TransAM®-Assays

Zur Messung der DNA-Bindungsaktivitat von pCREB, NF-kB (p65) und IRF7 wurden
die TransAM® Transcription Factor ELISA Kits der Firma Active Motif verwendet, die
auf dem ELISA-Prinzip (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) basieren und somit
ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren darstellen. Die einzelnen Vertiefungen
einer 96-well-Mikrotiterplatte sind dabei mit einem Oligonukleotid beschichtet,
welches eine fur den jeweiligen Transkriptionsfaktor spezifische Konsensussequenz
beinhaltet (215).

Konsensussequenz

IRF7 5-GAA AGC AAA AAG AGA AGT AGA AAG TAA-3’
pCREB 5-TGA CGT CA-3

NF-kB (p65) 5-GGG ACT TTC C-3'

Die praktische Umsetzung der TransAM®-Assays wurde gemaR den entsprechenden

Herstellerprotokollen durchgefihrt.

Hierbei erfolgte die Auftragung der Zellkernextrakte inklusive Positivkontroll- und
Leerwertansatz mit anschlieBender Inkubation. Nach einem Waschschritt wurde mit
dem entsprechenden Primarantikbrper inkubiert. Es erfolgte ein erneuter
Waschschritt mit darauffolgender Inkubation mit dem Sekundarantikdrper. Nach
einem weiteren Waschschritt wurde Substratlosung zugegeben und die blaue
Farbreaktion nach entsprechender Inkubationszeit mit Stoppldsung beendet (siehe
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Abb. 3.1). Die Absorption des sich ergebenden gelben Farbumschlags wurde dann
innerhalb von funf Minuten bei einer Wellenlange von 450 nm mit einer

Referenzwellenlange von 650 nm vermessen.

Oligonukleotid-beschichtete
Mirotiterplatte

Zellkernextrakt mit aktivierten
Transkriptionsfaktoren

Zugabe der

Zugabe des
Zellkernextrakte

priméaren
Antikérpers

Zugabe des —

sekundéren P4 Zugabe von

Antikorpers Substrat- und
Stopplésung

Abbildung 3.3: Prinzip des TransAM®-Assays [adaptiert nach (216)].

3.2.6 Die Untersuchungen mittels Gelelektrophorese, Western Blot und

Immundetektion der Proteine
3.2.6.1 Die Durchfihrung der Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
war es maoglich, die einzelnen Komponenten eines Proteingemisches entsprechend
dem Molekulargewicht aufzutrennen. Dazu mussten die entsprechenden Protein-
komponenten zunéchst unter Zugabe von Laemmli-Puffer fur fiunf Minuten bei 95°C
denaturiert und linearisiert werden. Das anionische Detergens SDS im Laemmli-
Puffer lagerte sich dann an die denaturierten Proteinketten an und maskierte deren
Eigenladung proportional zum Molekulargewicht negativ (217). Die derart
modifizierten Proteine wurden dann in die Geltaschen eines 4-12%-igen Bis-Tris-
Gels (Tragermatrix) aufgetragen und nach Anlegen einer Spannung von 180 V und
einer Stromstarke von 90 mA fir eine Stunde elektrophoretisch in einem mit

Laufpuffer gefillten Kammersystem gemald dem Molekulargewicht aufgetrennt (siehe
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Abb. 3.4.). Als Referenz wurde parallel dazu ein Proteinstandard mit Proteinen

Anode (+) =

bekannten Molekulargewichts mitaufgetrennt.
UL 412%-iges
‘ |>Bis-Tri96el
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Abbildung 3.4: Prinzip der Gelelektrophorese [adaptiert nach (218)].

3.2.6.2 Die Durchfiihrung des Western Blots

Die in der Tragermatrix elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe
des Western Blots auf eine Tragermembran (Nitrozellulosemembran) Ubertragen, um
dort mittels ionischer Wechselwirkungen haften zu bleiben. Dieser Transfer geschah
wiederum mittels Elektrophorese, wobei in diesem Falle jedoch ein senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld mit einer Spannung von 20V und
einer Stromstarke von 220 mA in einem mit Laufpuffer gefillten Kammersystem fir
1,5 Stunden angelegt wurde (sogenanntes Tank-Blot-System) (208). Innerhalb
dieses Kammersystems wurde dabei eine Sandwich-Anordnung aus zwei mit
Transferpuffer getrankten Schwammen und darauffolgend eine Schicht aus je einer
Lage Whatman-Filterpapier, Polyacrylamidgel, Nitrozellulosemembran, Whatman-
Filterpapier und zwei weiteren getrankten Schwammen hergestellt (siehe Abb. 3.5).

Transferpuffer

Kathode (-)

Filterp apier
Gel

Nitrozelluloseme mbran D D

Filterp 3¢ S

Nitrozellulose-
Anode (+) membran mit

den transferierten

Proteinen

Abbildung 3.5: Prinzip des Western Blots [adaptiert nach (219)].
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3.2.6.3 Die Durchfihrung der Immundetektion von Proteinen

Bei der Immundetektion werden Proteine, die elektrophoretisch getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen wurden, mit Hilfe von spezifischen Antikérpern
und einer Chemolumineszenzreaktion selektiv zur Darstellung gebracht. Dazu
mussten  zundchst unspezifische Bindungsstellen auf der geblotteten
Nitrozellulosemembran blockiert werden, indem diese fur eine Stunde in 25 ml
Inkubationslosung bewegt wird. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt der
geblockten Nitrozellulosemembran. Dabei wurde die Nitrozellulosemembran jeweils
drei- bis sechsmal fur funf bis zehn Minuten in jeweils frischem Waschpuffer bewegt.
Die geblockte und gewaschene Nitrozellulosemembran wurde dann mit einem
spezifischen Primarantikorper, der gemal den Herstellerangaben in 10 ml
Inkubationlésung verdunnt wurde, Gber Nacht bei 4°C unter sanfter Bewegung
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Nitrozellulosemembran in 10
ml Inkubationslésung und einem darin gemafld den Herstellerangaben verdinnten
HRP-konjugiertem Sekundarantikorper fur eine Stunde bei Raumtemperatur bewegt.
Der verwendete Sekundarantikbrper war dabei gegen den selektiv gebundenen
Primarantikdrper gerichtete (siehe Abb. 3.6). Dieser Schritt war jedoch nur nétig, falls
es sich um einen unkonjungierten Primarantikbrper handelte, der noch nicht mit

Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert gewesen ist.
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Chemolumines-
zenzreaktion)

Abbildung 3.6: Prinzip der Immundetektion [adaptiert nach (220, 221)].

Anschlieend erfolgte eine funfmindtige Inkubation der gewaschenen Nitrozellulose-
membran in Luminol-haltiger Entwicklerldsung. Das HRP-Substrat Luminol wurde
dabei oxidiert und l6ste dadurch eine Chemolumineszenzreaktion, welche mit Hilfe

eines Rontgenfilms detektiert wurde (siehe Abb. 3.7). Nach Entwicklung des Ront-
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genfilms wurde die Nitrozellulosemembran erneut gewaschen und die gebundenen
Antikdrper wahrend einer zehnmindtigen Inkubation mit Stripldsung abgeldst. Nach
einem Waschschritt konnte die Membran fur eine erneute Immundetektion in Inkuba-
tionslosung blockiert werden. Mit Hilfe der Immundetektion war es zudem mdglich,
die gleichmaRige Proteinladung der einzelnen Probenspuren zu Uberprufen. Dafir
fand bei den Gesamtzelllysaten ein Primérantikorper gegen B-Actin und bei den Zell-

kernextrakten ein Primarantikdrper gegen TATA-binding protein (TBP) Verwendung.

Detektionssignal

" (Photonen)

Chemolumines-
zenzreagenz

Nitrozelluloseme mbran
(bereit fiir die Chemo-
lumin eszenzreaktion) Filme ntwickler

entwi ckelter Film
(bereit fiir die
densitometrische
Vermessung)

Abbildung 3.7: Prinzip der Chemolumineszenz [adaptiert nach (221, 222)].

3.2.6.4 Die densitometrische Quantifizierung der Immundetektion

Um quantifizierende und statistische Aussagen beziglich der einzelnen, mittels
spezifischer Antikérper detektierten Proteine machen zu koénnen, wurden die
Rontgenfilme mit Hilfe des Personal Densitometer S| der Firma Molecular Dynamics
mit einer digitalen Auflésung von 16 Bits/Pixel bei einer Pixelgrdf3e von 50 Microns
und einer Scan-Auflosung von 200 dots/cm hochauflosend eingescannt.
AnschlieRend wurde mit Hilfe der Software ImageQuant die Intensitat der einzelnen
Proteinsignale der Rontgenfilme vermessen und auf die Intensitat des Signals der

Proteinladungskontrolle bezogen.
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3.2.7 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Sigma Plot 11.0 der Firma
Systat Software. Der Student's t-test fand Anwendung bei normalverteilten, homo-
skedastischen Variablen, der Mann-Whitney rank sum test bei nicht-normalverteilten,
heteroskedastischen Variablen. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden die Unterschiede

als statistisch signifikant gewertet.

Die Messwerte wurden in das Verhdltnis zum Median der jeweiligen
Vergleichsgruppe gesetzt und anschlieBend in Form von Box-Whisker-Plots als
Median mit unterem und oberem Quartil (0,25- und 0,75-Quartil) sowie Minimum und
Maximum (kleinster und grol3ter Datenwert) dargestellt. Der Median der Werte aus
der Vergleichsgruppe erhielt somit den Wert 1 und der Median der Werte aus der

Untersuchungsgruppe stand dazu in entsprechendem Verhaltnis (siehe Abb. 3.8).

Kapitel Vergleichsgruppe Untersuchungsgruppe

4.1 C57BL/6 Mause (gesund; wt) C57BL/6 Mause (gesund; TLR9™)
unbehandelt unbehandelt

4.2 C57BL/6 Mause (gesund; wt) C57BL/6 Mause (gesund; wt)
PBS- oder GpG-behandelt CpG-behandelt

4.3 C57BL/6 Mause (gesund; wt) C57BL/6 Mause (DSS-Colitis; wt)
unbehandelt unbehandelt

4.4 C57BL/6 Mause (DSS-Colitis; wt) C57BL/6 Mause (DSS-Colitis; wt)
PBS- oder GpG-behandelt CpG-behandelt

4.5 C57BL/6 Méause (gesund; wt) C57BL/6 Mause (DSS-Colitis; wt)
CpG-behandelt CpG-behandelt

Abbildung 3.8: Ubersicht tiber die Zusammensetzung der Vergleichs- und Unter-
suchungsgruppen in den Kapiteln 4.1 bis 4.5.




Ergebnisse 66

4 Ergebnisse

4.1 Vergleich von gesunden wt und TLR9” Versuchstieren

Zunachst wurde untersucht, inwiefern sich der Verlust von TLR9 auf die
Signaltransduktion im gesunden Milieu auswirkt. Deshalb wurden unbehandelte wt
C57BL/6 Mause mit intaktem TLR9 und unbehandelte transgene, TLR9” C57BL/6

Mé&use im gesunden Milieu miteinander verglichen.

4.1.1 Untersuchung mittels TagMan® Real-Time-PCR

In einem ersten Schritt wurden die Auswirkungen einer fehlenden TLR9-
Signaltransduktion auf Ebene der Genexpression mithilfe der gqRT-PCR untersucht.
Als Untersuchungsmaterial dienten RNA-Lysate von Milz- und MLN-Zellen von je

acht wt und TLR9” Versuchstieren.

4.1.1.1 TLR9-Defizienz und Expression von IRF-Genen im gesunden Milieu

Einzelne Vertreter der IRF-Familie ibernehmen vielfaltige Funktionen in der TLR9-
vermittelten Signallibertragung (siehe Kapitel 1.2.5). Daher war es zun&chst
Gegenstand der Betrachtung, welche Veranderungen im gesunden Milieu auf Ebene
der Genexpression dieser IRFs durch eine TLR9-Defizienz im Tiermodell verursacht

werden.

Im Vergleich zwischen wt und TLR9™ Versuchstieren zeigten sich dabei weder in
Milz- noch in MLN-Zellen relevante Unterschiede im Expressionsverhalten des IRF1-
und IRF4-Gens (Abb. 4.1.1.1 A und B). Auch fir das IRF5- und das IRF7-Gen waren
in Milzzellen keine nennenswerten Veranderungen auf Ebene der Genexpression
beim Vergleich von wt zu TLR9™ Versuchstieren nachweisbar (Abb. 4.1.1.1 C und
D). Jedoch flihrte die TLR9-Defizienz in den MLN-Zellisolaten der transgenen
C57BL/6 Mause zu einer tendenziell hoheren Expression des IRF5-Gens (p = 0,112)
sowie einer signifikant verstarkten IRF7-Genexpression (p < 0,001) jeweils im
Vergleich zu den wt C57BL/6 Mausen (Abb. 4.1.1.1 C und D).
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Abbildung 4.1.1.1: Die Verédnderung der Expression ausgewahlter IRF-Gene bei TLR9-Defizienz im gesunden Milieu. RNA-Lysate aus Milz-
und MLN-Zellisolaten von wt und TLR9" C57BL/6 Mause wurden mittels TaqMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression der Gene
fur (A) IRF1, (B) IRF4, (C) IRF5 und (D) IRF7 verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das
jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum Median der wt Genexpression im jeweiligen Gewebetyp aufgetragen. n = 8.

4.1.1.2 TLR9-Defizienz und Expression von Genen pro- und anti-

inflammatorischer Zytokine im gesunden Milieu

Die TLR9-vermittelten Effekte auf Ebene der pro- und antiinflammatorischen Zytokine
sind vielfaltig und - je nach zugrunde liegendem Milieu - divergent (siehe Kapitel
1.3.2). Daher bestand auch auf Zytokinebene ein Interesse an der Untersuchung des
veranderten Expressionsverhaltens ausgewahlter Zytokine bei Fehlen eines intakten

TLR9 im gesunden Milieu.

In Milz- und MLN-Zellen von wt und TLR9” C57BL/6 Mausen lieRen sich keine

nennenswerten Unterschiede im Expressionsmuster des IL-6-, TNF- und IFN-y-Gens
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nachweisen (Abb. 4.1.1.2 A - C). Das IL-10-Gens wurde bei TLR9-Defizienz sowohl
in Milzzellen (p = 0,028) als auch in MLN-Zellen (p < 0,001) signifikant stérker
exprimiert als in wt Zellen mit intaktem TLR9 (Abb. 4.1.1.2 D).
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Abbildung 4.1.1.2: Die Veranderung der Expression von Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine bei TLR9-Defizienz im
gesunden Milieu. RNA-Lysate aus Milz- und MLN-Zellisolaten von wt und TLR9" C57BL/6 Mause wurden mittels TagMan® Real-Time-PCR
hinsichtlich der relativen Expression der Gene der proinflammatorischen Zytokine (A) IL-6, (B) TNF und (C) IFN-y sowie des antiinflammatorischen
Zytokins (D) IL-10 verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH)
bezogen und in Relation zum Median der wt Genexpression im jeweiligen Gewebetyp aufgetragen. n = 8.

4.1.2 Untersuchung mittels Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassays - CREB-

und NF-kB-Aktivitat in wt und TLR9™ Versuchstieren im gesunden Milieu

Die Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine wird durch Transkriptions-
faktoren wie CREB und NF-kB reguliert (siehe Kapitel 1.2.5). In einem zweiten Schritt
wurden daher die Auswirkungen der TLR9-Defizienz auf die Aktivitat dieser beiden
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Transkriptionsfaktoren im gesunden Milieu untersucht. Dazu wurden Zellkernextrakte
von Milz-, MLN- sowie LPL-Isolaten von je acht wt und TLR9” C57BL/6 Mausen
gewonnen und hinsichtlich ihrer DNA-Bindungsaffinitat der  Serin-133-
phosphorylierten CREB-Form (pCREB) und der NF-kB-Untereinheit RelA/p65 (NF-kB
p65) untersucht.

Es zeigte sich, dass bei den TLR9” Versuchstieren die DNA-Bindung von pCREB
sowohl in Milzzellen (p < 0,001) als auch in MLN-Zellen (p = 0,027) signifikant
niedriger war als bei den wt Vergleichstieren. In den LPL-Isolaten hingegen fiihrte die
Abwesenheit von TLR9 bei den transgenen Versuchstieren im Vergleich zur wt
Kontrolle zu keinen nennenswerten Unterschieden in der pCREB-Aktivierung (Abb.
4.1.2 A). Im Hinblick auf die RelA/p65-DNA-Bindungsaffinitat zeigten sich in den
Milz-, MLN- und LPL-Isolaten im Vergleich zur wt Kontrolle keine signifikanten
Veranderungen bei TLR9-Defizienz der C57BL/6 Mause (Abb. 4.1.2 B).
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Abbildung 4.1.2: Die DNA-Bindungsaffinitat von aktiviertem CREB und NF-kB in wt und TLR9" C57BL/6 Mausen im gesunden Milieu.
Zellkernextrakte aus Milz-, MLN- und LPL-Isolaten von wt und TLR9” C57BL/6 Mause wurden mittels TransAM®—Assays hinsichtlich der DNA-
Bindungsaffinitat von (A) pCREB (Ser133) und (B) NF-kB (RelA/p65) untersucht. Alle Messwerte wurden nach Abzug des entsprechenden
Leerwertes auf die dazugehdrige Positivkontrolle bezogen. Die dargestellten Werte entsprechen der DNA-Bindungsaffinitat (relative Aktivierung)
und sind stets in Relation zum Median der wt DNA-Bindungsaffinitat des jeweiligen Gewebetyps aufgetragen. n = 8.

4.1.3 Untersuchung mittels Western Blot

In einem dritten Schritt sollten ausgewéhlte Signalmolekile des TLR9-Signalwegs fur
einen Vergleich zwischen wt und TLR9” Versuchstieren im gesunden Milieu

dargestellt werden. Dazu wurden die jeweiligen Zielproteine in Gesamtzell- und
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Zellkernextrakten von Milz- und MLN-Isolaten aus je drei wt und TLR9” C57BL/6

Méausen durch Immundetektion mittels spezifischer Antikdrper bestimmit.

4.1.3.1 Aktivierung von CREB und NF-kB in Milz- und MLN-Zellen von wt und
TLR9” Versuchstieren im gesunden Milieu

Sowohl CREB als auch RelA/p65 muissen fir eine effektive DNA-Bindung im
Rahmen ihrer transkriptionsférdernden Funktion in phosphorylierter Form vorliegen
(siehe Kapitel 1.3.2). Daher wurde in den Milz- und MLN-Gesamtzelllysaten pCREB
und die Serin-536-phosphorylierte Form von RelA/p65 (pNF-kB p65) fur den

Vergleich von wt und TLR9” M&usen im gesunden Milieu detektiert.

Die MLN-Zellen der TLR9” Versuchstiere zeigten dabei einen signifikant hoheren
Gehalt an pCREB (p = 0,010) als die wt Vergleichstiere. In den Milzzellen war
hingegen kein pCREB-Unterschied im Vergleich von wt zu TLR9” Tieren sichtbar
(Abb. 4.1.3.1 A). Das Fehlen eines intakten TLR9 bei den transgenen Versuchstieren
war jedoch mit einem signifikant erhohten Gehalt an pNF-kB (p65) sowohl in den
Milzzellen (p = 0,010) als auch in den MLN-Lysaten (p = 0,003) verbunden (Abb.
4.1.3.1 B).
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Abbildung 4.1.3.1: Die Aktivierung von CREB und NF-kB in Gesamtzelllysaten von wt und TLR9™ C57BL/6 Mausen im gesunden Milieu.
Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus Milz- und MLN-Isolaten von wt und TLR9" C57BL/6 Mausen wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot der Immundetektion zuganglich gemacht. Die Immundetektion von (A) pCREB (Ser133) und (B) pNF-kB (RelA/p65)
(Ser536) erfolgte mit spezifischen Antikorpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch
quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (3-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein Maf3
fur die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der wt densitometrischen Dichte
des jeweiligen Gewebetyps aufgetragen. n = 3.

4.1.3.2 Aktivierung von Proteinkinasen in Milz- und MLN-Zellen von wt und

TLR9” Versuchstieren im gesunden Milieu

Die aktivierende Phosphorylierung von ERK1/2, p38 sowie Akt stellen mechanistisch
relativ frihe Ereignisse im TLR9-Signalweg dar, welche zu den spateren Ereignissen
der CREB- und NF-kB-Aktivierung fuhren (siehe Kapitel 1.2.5). Entsprechend wurden
fiir den Vergleich von wt und TLR9™

Form von ERK1/2, p38 und Akt in Milz- und MLN-Gesamtzelllysaten ermittelt.

Mausen im gesunden Milieu die phosphorylierte

Dabei zeigte der Vergleich von wt und TLR9” Tieren fiir p-p38, pAkt und pERK1/2 in
Milz- und MLN-Zellen keine Unterschiede im Zellgehalt (Abb. 4.1.3.2 A - C).
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Abbildung 4.1.3.2: Die Aktivierung von p38, Erk1/2 und Akt in Gesamtzelllysaten von wt und TLR9” C57BL/6 Miusen im gesunden
Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus Milz- und MLN-Isolaten von wt und TLR9™ C57BL/6 Mausen wurden mittels
SDS-PAGE und Western Blot der Immundetektion zugénglich gemacht. Die Immundetektion von (A) p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), (B) pErk1/2
(Thr202/Tyr204) und (C) pAkt (Ser473) erfolgte mit spezifischen Antikérpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenz-
signale wurden densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (B-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative
densitometrische Dichte) stellen ein MaR fur die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum
Median der wt densitometrischen Dichte des jeweiligen Gewebetyps aufgetragen. n = 3.

4.1.3.3 Aktivierung von CREB und NF-kB in Milz- und MLN-Zellkernen von wt

und TLR9” Versuchstieren im gesunden Milieu

Die DNA-Bindung und Promotion der Zielgentranskription findet sowohl fur pCREB
als auch fur pNF-kB (p65) im Zellkern statt (siehe Kapitel 1.3.2). Daher wurden fur
die einzelnen Milz- und MLN-Gewebeproben Zellkernextrakte hergestellt und auf die

vorhandene Menge an pNF-kB (p65) und pCREB untersucht.

Im Gegensatz zu den Gesamtzellysaten fanden sich hinsichtlich der Menge von

pPCREB jedoch weder in den Zellkernen der Milzzellen noch in denen der MLN-
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Isolate relevante Unterschiede zwischen gesunden wt und TLR9” C57BL/6 Mausen
(Abb. 4.1.3.3 A). Fur pNF-kB (p65) zeigten sich aber in den MLN-Zellkernextrakten
den MLN-Gesamtzelllysaten vergleichbare Ergebnisse: ein Fehlen eines intakten
TLR9 bei den transgenen Tieren erhdhte die vorhandene Menge an pNF-kB (p65) in
MLN-Zellen signifikant (p = 0,017) im Vergleich zu den wt Kontrollen. In den
Zellkernen der Milzzellen zeigten sich hingegen zwischen gesunden wt und TLR9™
Tieren keine signifikanten Unterschiede im pNF-kB-Gehalt (Abb. 4.1.3.3 B).
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Abbildung 4.1.3.3: Der Nachweis von pCREB und pNF-kB in Zellkernextrakten von wt und TLR9™ C57BL/6 Mausen im gesunden Milieu.
Die einzelnen Proteinkomponenten der Zellkernextrakte aus Milz- und MLN-Isolaten von wt und TLR9” C57BL/6 Mausen wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot der Immundetektion zugénglich gemacht. Die Immundetektion von (A) pCREB (Ser133) und (B) pNF-kB (RelA/p65)
(Ser536) erfolgte mit spezifischen Antikdrpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch
quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (TBP) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein Maf3 fir
die im Zellkern enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der wt densitometrischen Dichte des
jeweiligen Gewebetyps aufgetragen. n = 3.
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4.1.3.4 IRFs in Milz- und MLN-Zellkernen von wt und TLR9™ Versuchstieren im

gesunden Milieu

Auch die Vertreter der IRF-Genfamilie entfalten ihre transkriptionsférdernde Wirkung
im Zellkern. Dementsprechend wurde der Milz- und MLN-Zellkerngehalt

ausgewabhlter IRFs mittels Immundetektion bestimmt.

In den MLN-Zellkernen von TLR9” Mausen war signifikant mehr IRF1 (p = 0,034)
nachweisbar als in wt Vergleichsproben. In Milzzellproben lieBen sich hingegen
zwischen wt und TLR9” Tieren keine nennenswerten Unterschiede in der IRF1-Zell-
kernmenge nachweisen (Abb. 4.1.3.4 A). Auch bei IRF3, -4, -5 und -7 zeigten sich
bei TLR9” und wt Versuchstieren sowohl in Milz- als auch in MLN-Zellen keine rele-

vanten Unterschiede hinsichtlich der detektierbaren Kernmenge (Abb. 4.1.3.4 B - E).
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Abbildung 4.1.3.4: Der Nachweis von IRF1, -3, -4, -5 und -7 in Zellkernextrakten von wt und TLR9" C57BL/6 Mausen im gesunden Milieu.
Die einzelnen Proteinkomponenten der Zellkernextrakte aus Milz- und MLN-Isolaten von wt und TLR9” C57BL/6 Mausen wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot der Inmundetektion zugéanglich gemacht. Die Immundetektion von (A) IRF1, (B) IRF3, (C) IRF4, (D) IRF5 und (E) IRF7
erfolgte mit spezifischen Antikdrpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch
quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (TBP) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein Maf3 fur
die im Zellkern enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der wt densitometrischen Dichte des
jeweiligen Gewebetyps aufgetragen. n = 3.
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4.2  Stimulation des TLR9 in gesunden wt Versuchstieren

Die Effekte einer CpG-vermittelten TLR9-Aktivierung auf die intestinale
Immunbalance scheinen dichotom und Milieu-abhangig zu sein. Im gesunden Milieu
steht dabei eine antiinflammatorische Wirkung auf das intestinale Immunsystem im
Vordergrund (siehe Kapitel 1.3.2).

Der folgende Teil befasst sich mit den Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-
Stimulation auf das intestinale Immunsystem von gesunden wt C57BL/6 Mé&usen.
Dazu wurde eine Testgruppe mit PBS-gelésten CpG-Motiven behandelt. Eine erste
Kontrollgruppe erhielt reines PBS und eine zweite Kontrollgruppe PBS-geloste GpG-
Motive verabreicht, um einen unspezifischen Effekt des PBS oder des
Oligonukleotidrickgrates ausschlieen zu konnen. AnschlieBend erfolgte ein

Vergleich der Test- mit den beiden Kontrollgruppen.

421 Untersuchung mittels TagMan® Real-Time-PCR

Zunachst wurden die Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Stimulation im
gesunden Milieu auf Ebene der Genexpression analysiert. Dazu wurden RNA-Lysate
isolierter MLN-Zellen von je finf gesunden wt Mausen der beiden Kontroll- sowie der

Testgruppe mithilfe der gRT-PCR untersucht.

4.2.1.1 CpG-vermittelte TLR9-Stimulation und Expression von IRF-Genen im
gesunden Milieu

In einem ersten Schritt wurden die Auswirkungen einer TLR9-Stimulation auf die
Expression der Gene von IRF1, -4, -5 und -7 im gesunden Milieu analysiert.

Fur das IRF1-, IRF4- und IRF7-Gen zeigten sich in den MLN-Isolaten keine
signifikanten Expressionsveranderungen zwischen CpG-, GpG- oder PBS-
behandelten Mausen (Abb. 4.2.1.1 A, B und D). Eine CpG-Behandlung flhrte in den
Versuchstieren jedoch zu einer signifikant verstarkten Expression des IRF5-Gens
verglichen mit den PBS- (p = 0,043) beziehungsweise GpG-behandelten Tieren (p =
0,016) (Abb. 4.2.1.1 C).
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Abbildung 4.2.1.1: Die Expression ausgewahlter IRF-Gene nach TLR9-Stimulation im gesunden Milieu. RNA-Lysate aus MLN-Zellisolaten
von gesunden wt C57BL/6 Mé&usen, die mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels TaqMan® Real-Time-PCR
hinsichtlich der relativen Expression der Gene fir (A) IRF1, (B) IRF4, (C) IRF5 und (D) IRF7 verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene
(relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum Median der Genexpression in den PBS-
behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.

4.2.1.2 CpG-vermittelte TLR9-Stimulation und Expression von Genen pro- und

antiinflammatorischer Zytokine im gesunden Milieu

In einem zweiten Schritt sollten die Auswirkungen einer TLR9-Stimulation auf die
Expression von ausgewéhlten Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine im

gesunden Milieu untersucht werden.

Fur das IL-6-, das IFN-y- und das IL-10-Gen zeigten sich in den MLN-Zellen keine
nennenswerten Expressionsunterschiede beim Vergleich CpG-, GpG- und PBS-
behandelter Versuchstiere (Abb. 4.2.1.2 A - C).
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Abbildung 4.2.1.2: Die Expression von Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine nach TLR9-Stimulation im gesunden Milieu. RNA-
Lysate aus MLN-Zellisolaten von gesunden wt C57BL/6 Mé&usen, die mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden
mittels TagMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression der Gene der proinflammatorischen Zytokine (A) IL-6 und (B) IFN-y sowie
des antiinflammatorischen Zytokins (C) IL-10 verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das
jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum Median der Genexpression in den PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n

4.2.2 Untersuchung mittels Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassays -
CREB-, NF-kB- und IRF7-Aktivitat bei CpG-vermittelter TLR9-Stimulation

im gesunden Milieu

Um die Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf die Transaktivier-
ung der drei Transkriptionsfaktoren pCREB, NF-kB (p65) und IRF7 im gesunden
Milieu zu untersuchen, wurden MLN- und LPL-Zellkernextrakte der CpG-behandelten
Testgruppe sowie der beiden Kontrollgruppen hinsichtlich ihrer DNA-Bindungsaffinitat
analysiert. Pro Gruppe wurden dabei finf gesunde wt C57BL/6 M&ause analysiert.
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Dabei fand sich in den MLN-Zellen PBS-, GpG- und CpG-behandelter Versuchstiere
keine relevanten Unterschiede in der pCREB-DNA-Bindungsaffinitat (Abb. 4.2.2 A).
In den LPL-Isolaten hingegen resultierte die CpG-vermittelte TLR9-Aktivierung in
einer signifikant verstarkten (p < 0,001) DNA-Bindungsaffinitdit von pCREB
gegenuber den PBS-behandelten Kontrollen. Jedoch zeigten auch die GpG-
behandelten Kontrollen gegentiber den PBS-behandelten Kontrollen eine signifikant
verstarkte (p = 0,008) DNA-Bindung von pCREB. Ein relevanter Unterschied
zwischen CpG- und GpG-behandelten Tieren war deshalb nicht sichtbar (Abb. 4.2.2
A). Die DNA-Bindungsaffinitdt von RelA/p65 wiederum zeigte in den MLN-Zellen
CpG-stimulierter Testtiere und PBS- oder GpG-stimulierter Kontrolltiere keine
nennenswerte Unterschiede (Abb. 4.2.2 B). In den LPL-Isolaten hingegen zeigte sich
im Vergleich zur PBS-Kontrolle eine signifikant verstarkte (p = 0,008) RelA/p65-DNA-
Bindung bei CpG-getragener TLR9-Stimulation. Auch hier zeigte die GpG-Kontrolle
eine signifikant starkere (p = 0,008) RelA/p65-DNA-Bindung als die PBS-Kontrolle.
Ein relevanter Unterschied zwischen GpG- und CpG-Behandlung konnte in LPL-
Isolaten daher nicht festgestellt werden (Abb. 4.2.2 B). Das Verhaltnis der pCREB-
DNA-Bindungsaffinitat zur RelA/p65-DNA-Bindungsaffinitat unter PBS-, GpG- und
CpG-Behandlung unterschied sich in den Zellkernextrakten der MLN-Zellen nicht
signifikant voneinander (Abb. 4.2.2 D). In den LPL-Isolaten war die pCREB/NF-kB-
Transaktivierungsratio unter CpG-Behandlung jedoch signifikant (p = 0,004) hoéher
als unter PBS-Kontrollbehandlung. Ein relevanter Unterschied zwischen CpG- und
GpG-Behandlung zeigte sich hierbei jedoch nicht (Abb. 4.2.2 D). Die CpG-vermittelte
TLR9-Aktivierung fuhrte in MLN-Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu
keinen Auswirkungen auf die DNA-Bindung von IRF7 (p = 0,256 gegeniiber der PBS-
respektive p = 0,231 gegenuber der GpG-Kontrolle) (Abb. 4.2.2 C). In den LPL-
Isolaten hingegen fluhrte die CpG-Stimulation sowohl gegeniiber der PBS- (p <
0,001) als auch der GpG-Kontrolle (p = 0,005) zu einer signifikant abgeschwéchten
IRF7-DNA-Bindung. Unterschiede bestanden jedoch auch innerhalb der beiden LPL-
Kontrollen: die GpG-Kontrollgruppe ging dabei mit einer signifikant schwacheren (p <
0,001) IRF7-DNA-Bindung einher als die PBS-Kontrollgruppe (Abb. 4.2.2 C).
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Abbildung 4.2.2: Die DNA-Bindungsaffinitdt von aktiviertem CREB, NF-kB und IRF7 nach TLR9-Stimulation im gesunden Milieu.
Zellkernextrakte aus MLN- und LPL-Isolaten von gesunden, wt C57BL/6 Mausen, die mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden
waren, wurden mittels TransAM®-Assays hinsichtlich der DNA-Bindungsaffinitat von (A) pCREB (Ser133), (B) NF-kB (RelA/p65) und (C) IRF7
untersucht. Alle Messwerte wurden nach Abzug des entsprechenden Leerwertes auf die dazugehorige Positivkontrolle bezogen. Die dargestellten
Werte entsprechen der DNA-Bindungsaffinitat (relative Aktivierung) und sind stets in Relation zum Median der DNA-Bindungsaffinitat im jeweiligen
Gewebetyp der PBS-behandelten Versuchstiere aufgetragen. Die relative Aktivierung von pCREB und NF-kB (RelA/p65) wurde anschlieRend in
das entsprechende Verhaltnis zueinander gesetzt und auf den Median der pPCREB/NF-kB-Ratio der PBS-behandelten Versuchstiere bezogen (D).
n=>5.

4.2.3 Untersuchung mittels Western Blot

In einem weiteren Schritt wurden ausgewdahlte Signalmolekile des TLR9-Signalwegs
auf ihr mengenmalliges Vorkommen in der Zelle untersucht. Dazu wurden die
entsprechenden Zielproteine in MLN-Gesamtzelllysaten von CpG-behandelten
Versuchstieren und von PBS- respektive GpG-behandelten Kontrolltieren durch
Immundetektion mittels spezifischer Antikdrper dargestellt. Jede Versuchstiergruppe
bestand dabei aus fiinf gesunden wt C57BL/6 Mausen.
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4.2.3.1 Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in MLN-Zellen bei CpG-

vermittelter TLR9-Stimulation im gesunden Milieu

Die Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf die Aktivierung der
drei Transkriptionsfaktoren CREB, NF-kB (p65) und IRF7 im gesunden Milieu wurden
zunachst sichtbar gemacht, indem der Zellgehalt an phosphoryliertem CREB und

RelA/p65 sowie der Zellgehalt an IRF7 im Immunoblot analysiert wurde.

Dabei zeigten die MLN-Zellen der CpG-behandelten Versuchstiere einen signifikant
verringerten pCREB-Gehalt verglichen mit den beiden Kontrollen (jeweils p < 0,001)
(Abb. 4.2.3.1 A). Auch der Gehalt an pNF-kB (p65) sank bei CpG-vermittelter TLR9-
Aktivierung im gesunden Mileu verglichen mit der PBS-Kontrolle signifikant (p =
0,024). Relevante Unterschiede im pNF-kB-Zellgehalt zwischen CpG-behandelten
Testtieren und GpG-behandelten Kontrolltieren zeigten sich genauso wenig wie
entsprechende Unterschiede zwischen den PBS- und GpG-behandelten
Kontrolltieren (Abb. 4.2.3.1 B). Fur IRF7 war aufgrund von Artefakten eine Detektion
in der PBS- und GpG-Kontrollgruppe nicht moglich, sodass keine Aussagen uber
maogliche Unterschiede zwischen der CpG-Testbehandlung und der PBS- respektive
GpG-Kontrollbehandlung beziehungsweise Uber mdgliche Unterschiede innerhalb

der beiden Kontrollgruppen getroffen werden kdnnen (Abb. 4.2.3.1 C).
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Abbildung 4.2.3.1: Der Zellgehalt an pCREB, pNF-kB und IRF7 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 Mausen nach TLR9-Stimulation im
gesunden Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von gesunden wt C57BL/6 M&usen, die mit
PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot der Immundetektion zuganglich gemacht.
Die Immundetektion von (A) pCREB (Ser133), (B) pNF-kB (RelA/p65) (Ser536) und (C) IRF7 erfolgte mit spezifischen Antikérpern und einer
Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (j3-
Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein MaR fir die in der Zelle enthaltene Menge des zu
untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der densitometrischen Dichte in den PBS-behandelten Versuchstieren
aufgetragen. n = 5.

4.2.3.2 Aktivierung von Proteinkinasen in MLN-Zellen bei CpG-vermittelter

TLR9-Stimulation im gesunden Milieu

Da die Proteinkinasen p38 MAPK, Akt und GSK3-B im Rahmen der TLR9-
vermittelten Aktivierung von CREB und NF-kB eine wichtige Rolle spielen (siehe
Kapitel 1.2.5 und 1.3.2), wurden auch die Auswirkungen einer CpG-vermittelten
TLR9-Stimulation im gesunden Milieu auf den Zellgehalt an p-p38, pAkt und pGSKS3-

B sowie Gesamt-GSK3-B durch Immundetektion ermittelt.
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Eine CpG-vermittelte TLR9-Stimulation fuhrte zu einer signifikant verringerten
Zellmenge an p-p38 im Vergleich zu den Kontrollen (p = 0,032 gegeniiber der PBS-
und p = 0,016 gegenuber der GpG-Kontrolle) (Abb. 4.2.3.2 A). Hinsichtlich des
Zellgehalts an pAkt konnten im gesunden Milieu keine relevanten Unterschiede
zwischen PBS-, GpG- und CpG-behandelten Mausen ausgemacht werden (Abb.
4.2.3.2 B). Die MLN-Zellen CpG-behandelter Mause hingegen enthielten signifikant
niedrigere Mengen an GSK3-B verglichen mit den PBS-behandelten Kontrollen (p =
0,004). Jedoch enthielten auch die MLN-Zellen der GpG-behandelten Kontrollen eine
signifikant niedrigere Menge an totaler GSK3-B verglichen mit den PBS-behandelten
Kontrollen (p = 0,013). Ein nennenswerter Unterschied zwischen CpG-behandelten
Testtieren und GpG-behandelten Kontrolltieren war im gesunden Milieu dabei nicht
erkennbar. Der Zellgehalt an inaktivierter pGSK3- war unter CpG-Behandlung
ebenfalls signifikant geringer als bei den PBS-Kontrollen (p = 0,008). Auch im
Vergleich zu den GpG-Kontrollen fihrte eine CpG-Behandlung zu signifikant
geringeren pGSK3-B-Mengen in den MLN-Isolaten (p = 0,016). Dementsprechend
war das MLN-Zellmengenverhéltnis von pGSK3-f zu Gesamt-GSK3-B (pGSK3-B /
Gesamt-GSK3-B) unter CpG-Behandlung im gesunden Milieu signifikant geringer als
unter PBS- (p < 0,001) respektive GpG-Kontrollbehandlung (p = 0,001) (Abb. 4.2.3.2
C).
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Abbildung 4.2.3.3: Der Zellgehalt an p-p38, pAkt, Gesamt-GSK3-B und pGSK3-B in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 Mausen nach
TLRO-Stimulation im gesunden Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von gesunden wt
C57BL/6 Mausen, die mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot der
Immundetektion zugéanglich gemacht. Die Immundetektion von (A) p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), (B) pAkt (Ser473), (C) Gesamt-GSK3-B und
pGSK3-B erfolgte mit spezifischen Antikérpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densito-
metrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (8-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen
ein Maf fiir die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der densitometrischen
Dichte in den PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. Die relative densitometrische Dichte von pGSK3-B und Gesamt-GSK3-8 wurde
anschlieend in das entsprechende Verhaltnis zueinander gesetzt und auf den Median der pGSK3-B/Gesamt-GSK3-B-Ratio der PBS-behandelten

Versuchstiere bezogen. n = 5.
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4.3 Auswirkungen einer DSS-induzierten chronischen Colitis in

wt Versuchstieren

Die Effekte einer CpG-getragenen TLR9-Aktivierung auf das intestinale Immungleich-
gewicht sind je nach zugrunde liegendem Milieu divergent. Im gesunden Milieu steht
dabei eine antiinflammatorische Wirkung, im chronisch entzindlichen Milieu

hingegen eine proinflammatorische Wirkung im Vordergrund (siehe Kapitel 1.3.2).

Um zu verstehen, inwieweit diese divergenten Effekte durch eine Milieu-abhangige
Modifikation der TLR9-Signaltransduktion zustande kommen oder lediglich Ausdruck
prinzipieller - und somit moglicherweise TLR9-unabh&ngiger - Unterschiede zwischen
dem gesunden und dem chronisch entziindlichen Milieu sind, wurden im Folgenden
unbehandelte wt C57BL/6 Mause im gesunden Zustand und im Zustand einer

chronischen DSS-Colitis miteinander verglichen.

4.3.1 Untersuchung mittels TagMan® Real-Time-PCR

Zunéachst wurde die Expression ausgewahlter Zytokin- und IRF-Gene im gesunden
und chronisch entztindlichen Milieu bestimmt und miteinander verglichen. Mithilfe der
gRT-PCR wurden dazu RNA-Lysate von MLN-Zellen aus je funf gesunden und flunf
an einer DSS-induzierten chronischen Colitis erkrankten C57BL/6 wt Mausen

untersucht.

4.3.1.1 Expression von IRF-Genen im gesunden und chronisch entziindlichen

Milieu

Zunachst war es Gegenstand der Betrachtung, welche Veranderungen auf Ebene
der IRF-Genexpression in MLN-Zellen durch das zugrunde liegende Milieu

hervorgerufen werden.

Fur das IRF1-, IRF4- und IRF5-Gen waren beim Vergleich gesunder Versuchstiere
mit chronisch DSS-entziindeten Versuchstieren keine relevanten Expressions-
veranderungen erkennbar (Abb. 4.3.1.1 A - C). Jedoch flUhrte der Zustand der
chronischen DSS-Colitis im Vergleich zu den gesunden Tieren zu einer signifikant
héheren IRF7-Genexpression (p = 0,043) in den MLN-Zellen (Abb. 4.3.1.1 D).
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Abbildung 4.3.1.1: Die Expression ausgewahlter IRF-Gene im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu. RNA-Lysate aus MLN-
Zellisolaten von wt C57BL/6 Mausen, die entweder gesund oder an einer DSS-induzierten chronischen Colitis erkrankt waren, wurden mittels
TaqMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression der Gene fir (A) IRF1, (B) IRF4, (C) IRF5 und (D) IRF7 verglichen. Die
dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum
Median der Genexpression in den gesunden Versuchstieren aufgetragen. n = 5.

4.3.1.2 Expression von Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine im
gesunden und chronisch entziindlichen Milieu

In einem néchsten Schritt wurde die Expression ausgewahlter Zytokingene in MLN-
Zellen von unbehandelten wt Mausen sowohl im gesunden Zustand als auch im

Zustand der chronischen DSS-Colitis bestimmt und miteinander verglichen.

Fur das IL-6-, das IFN-y- und das IL-10-Gen waren dabei zwischen den MLN-Zellen
gesunder und chronisch DSS-entzindeter Versuchstiere keine relevanten

Expressionsunterschiede erkennbar (Abb. 4.3.1.2 A - C).
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Abbildung 4.3.1.1: Die Expression von Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine im gesunden und chronisch entziindlichen
Milieu. RNA-Lysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Mausen, die entweder gesund oder an einer DSS-induzierten chronischen Colitis
erkrankt waren, wurden mittels TaqMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression der Gene der proinflammatorischen Zytokine (A) IL-
6 und (B) IFN-y sowie des antiinflammatorischen Zytokins (C) IL-10 verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind
stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum Median der Genexpression in den gesunden Versuchstieren
aufgetragen. n = 5.

4.3.2 Untersuchung mittels Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassays -
CREB-, NF-kB- und IRF7-Aktivitat im gesunden und chronisch

entzindlichen Milieu

In einem weiteren Schritt wurden die Auswirkungen des zugrunde liegenden Milieus
auf die Aktivitdt der Transkriptionsfaktoren pCREB, NF-kB (p65) und IRF7
untersucht. MLN- und LPL-Zellkernextrakte aus je funf unbehandelten wt C57BL/6

Mausen, die gesund oder an einer DSS-Colitis chronisch erkrankt waren, wurden
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dazu im Hinblick auf die DNA-Bindungsaffinitit des entsprechenden

Transkriptionsfaktors untersucht und verglichen.

Im Vergleich zu den gesunden Versuchstieren war die DNA-Bindung von pCREB in
den MLN- (p = 0,049) und LPL-Isolaten (p = 0,008) aus Mausen mit einer
chronischen DSS-Colitis signifikant erhoht (Abb. 4.3.2 A). Auch fur NF-kB (p65)
zeigte sich in den LPL-Isolaten aus den Tieren mit einer chronischen DSS-Colitis
eine im Vergleich zur gesunden Kontrolle signifikant hohere (p = 0,008) DNA-
Bindungsaffinitdt, wahrend in den MLN-Isolaten keine relevanten Unterschiede
zwischen gesunden und chronisch DSS-entziindeten Tieren sichtbar war (Abb. 4.3.2
B). Das Verhdltnis der pCREB-DNA-Bindungsaffinitat zur RelA/p65-DNA-
Bindungsaffinitat war dabei im chronisch entziindlichen Milieu im Vergleich zum
gesunden Milieu sowohl in den MLN- (p = 0,038) als auch in den LPL-
Zellkernextrakten (p = 0,008) signifikant in Richtung der pCREB-Transaktivierung
verschoben (Abb. 4.3.2 D). Die IRF7-DNA-Bindungsaffinitat in den MLN-Zellen ergab
keine relevanten Unterschiede zwischen gesunden und chronisch DSS-entziindeten
Mausen. In den LPL-Isolaten war jedoch erkennbar, dass der Zustand einer
chronischen DSS-Colitis in den MLN-Zellen der Versichstiere zu einer signifikant
schwacheren (p < 0,001) DNA-Bindung von IRF7 fluhrt als der gesunde Zustand
(Abb. 4.3.2 C).
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Abbildung 4.3.2: Die DNA-Bindungsaffinitat von aktiviertem CREB, NF-kB und IRF7 im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu.
Zellkernextrakte aus MLN- und LPL-Isolaten von wt C57BL/6 Mausen, die gesund oder an einer DSS-induzierten chronischen Colitis erkrankt
waren, wurden mittels TransAM®—Assays hinsichtlich der DNA-Bindungsaffinitat von (A) pCREB (Ser133), (B) NF-kB (RelA/p65) und (C) IRF7
untersucht. Alle Messwerte wurden nach Abzug des entsprechenden Leerwertes auf die dazugehdrige Positivkontrolle bezogen. Die dargestellten
Werte entsprechen der DNA-Bindungsaffinitat (relative Aktivierung) und sind stets in Relation zum Median der DNA-Bindungsaffinitat im jeweiligen
Gewebetyp der gesunden Versuchstiere aufgetragen. Die relative Aktivierung von pCREB und NF-kB (RelA/p65) wurde anschlieBend in das
entsprechende Verhaltnis zueinander gesetzt und auf den Median der pPCREB/NF-kB-Ratio der gesunden Versuchstiere bezogen (D). n = 5.

4.3.3 Untersuchung mittels Western Blot

In einem dritten Schritt wurden MLN-Gesamtzelllysate von je funf gesunden und funf
an einer chronischen DSS-Colitis erkrankten C57BL/6 wt Mausen mittels Immunoblot

auf das mengenmallige Vorkommen ausgewahlter Signalmolektle untersucht.

4.3.3.1 Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in MLN-Zellen im gesunden und

chronisch entziindlichen Milieu

Zunéchst wurden MLN-Zellen von gesunden und chronisch DSS-entziindeten wt
Méausen hinsichtlich der Zellmenge an phosphoryliertem und somit aktiviertem CREB

und NF-kB (p65) sowie hinsichtlich der Zellmenge an IRF7 verglichen.

Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen fuhrte eine DSS-induzierte chronische
Colitis in den MLN-Isolaten der Versuchstiere zu signifikant erhdhten (p = 0,028)
Zellmengen an pCREB (Abb. 4.3.3.1 A). Auch der Gehalt an pNF-kB (p65) stieg in
den MLN-Zellen der Mause mit chronischer DSS-Colitis signifikant an (p = 0,032)
(Abb. 4.3.3.1 B). Die Menge an IRF7 war in den MLN-Zellen der Versuchstiere mit
einer chronischen DSS-induzierten Colitis ebenfalls signifikant héher (p = 0,008) als
in den MLN-Zellen der gesunden Versuchstiere (Abb. 4.3.3.1 C).
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Abbildung 4.3.3.1: Der Zellgehalt an pCREB, pNF-kB und IRF7 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 Mé&usen im gesunden und
chronisch entziindlichen Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Mausen, die
gesund oder an einer DSS-induzierten chronischen Colitis erkrankt waren, wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot der Immundetektion
zugéanglich gemacht. Die Immundetektion von (A) pCREB (Ser133), (B) pNF-kB (RelA/p65) (Ser536) und (C) IRF7 erfolgte mit spezifischen
Antikérpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige
Ladungskontrolle (B-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein Maf fir die in der Zelle enthaltene
Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der densitometrischen Dichte in den gesunden Versuchstieren

aufgetragen. n = 5.
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4.3.3.2 Aktivierung von Proteinkinasen in MLN-Zellen im gesunden und

chronisch entziindlichen Milieu

Proteinkinasen wie p38 MAPK, Akt und GSK3-f spielen im Rahmen der TLRO9-
Signaltransduktion eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von CREB und NF-kB
(siehe Kapitel 1.2.5 und 1.3.2). Um die Milieu-abhangige Aktivierung dieser
Proteinkinasen darzustellen, wurde der Zellgehalt an pAkt und p-p38 sowie an totaler
und phosphorylierter GSK3-B in MLN-Zellen von gesunden und chronisch DSS-

entziindeten wt C57BL/6 Mausen untersucht und miteinander verglichen.

Dabei ergaben sich in den MLN-Zellen hinsichtlich der Menge an p-p38 MAPK und
pAkt keine nennenswerten Unterschiede zwischen den an einer chronischen DSS-
Colitis erkrankten Versuchstieren und den gesunden Kontrollen (Abb. 4.3.3.2 A und
B). Die Menge an Gesamt-GSK3- war in den MLN-Zellen von gesunden und von
chronisch DSS-entziindeten Versuchstieren unverandert. Der Zellgehalt an
inaktivierter pGSK3-B war jedoch in den MLN-Zellen der chronisch DSS-entztindeten
Versuchstiere signifikant hoher (p = 0,008) als in den MLN-Zellen der gesunden
Kontrolltiere. Das MLN-Zellmengenverhaltnis von pGSK3- zu Gesamt-GSK3- war
dementsprechend im chronisch entziindlichen Milieu im Vergleich zum gesunden
Milieu signifikant (p = 0,036) in Richtung von pGSK3- verschoben (Abb. 4.3.3.2 C)
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Abbildung 4.3.3.3: Der Zellgehalt an p-p38, pAkt, Gesamt-GSK3-B und pGSK3-8 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 Mausen im
gesunden und chronisch entziindlichen Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6
Mausen, die gesund oder an einer DSS-induzierten chronischen Colitis erkrankt waren, wurden mittels SDS- und Western Blot der
Immundetektion zuganglich gemacht. Die Immundetektion von (A) p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), (B) pAkt (Ser473), (C) Gesamt-GSK3-B und
pGSK3-B erfolgte mit spezifischen Antikdrpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden
densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (8-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte)
stellen ein MaR fir die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der
densitometrischen Dichte in den gesunden Versuchstieren aufgetragen. Die relative densitometrische Dichte von pGSK3-f und Gesamt-GSK3-8
wurde anschlieend in das entsprechende Verhaltnis zueinander gesetzt und auf den Median der pGSK3-f/Gesamt-GSK3-B-Ratio der gesunden
Versuchstiere bezogen. n = 5.
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4.4 Stimulation des TLR9 in chronisch entzindeten wt

Versuchstieren

Die Behandlung mit CpG-Motiven fluhrt zu einer Stimulation von TLR9 und induziert
anschlieend Milieu-abhangig pro- oder antiinflammatorische Immuneffekte (siehe
Kapitel 1.3.2).

In Abschnitt 4.2 wurden die Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Stimulation
in gesunden C57BL/6 wt Mausen untersucht. Im folgenden Abschnitt sollten die
Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Stimulation in chronisch entziindeten
C57BL/6 wt Mausen analysiert werden. Nach Etablierung einer chronischen DSS-
Colitis wurde dazu eine C57BL/6-Testgruppe mit PBS-gelosten CpG-Motiven
behandelt, eine erste Kontrollgruppe hingegen mit reinem PBS und eine zweite
Kontrollgruppe mit in PBS geldosten GpG-Motiven.

441 Untersuchung mittels TagMan® Real-Time-PCR

Die Auswirkungen der TLR9-Stimulation im chronisch entziindlichen Milieu wurden in
einem ersten Schritt auf Ebene der Genexpression mithilfe der gRT-PCR untersucht.
Verglichen wurden dabei RNA-Lysate isolierter MLN-Zellen aus je funf wt C57BL/6
Mausen der PBS- respektive GpG-Kontrollgruppe sowie der CpG-Testgruppe.

4.4.1.1 CpG-vermittelte TLR9-Stimulation und Expression von IRF-Genen im

chronisch entziindlichen Milieu

Zunachst wurde die Expression von IRF-Genen bei TLR9-Stimulation im chronisch

entziindlichen Milieu der DSS-Colitis analysiert.

Dabei zeigte sich im Zustand der DSS-induzierten chronischen Colitis jedoch flr
keines der untersuchten IRF-Gene ein relevanter Unterschied zwischen den MLN-
Zellen der CpG-, GpG- beziehungsweise PBS-behandelten C57BL/6 wt Mause (Abb.
4.4.1.1 A-D).
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Abbildung 4.4.1.1: Die Expression ausgewahlter IRF-Gene nach TLR9-Stimulation im chronisch entziindlichen Milieu. RNA-Lysate aus
MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Méausen, die im Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden
waren, wurden mittels TaqMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression der Gene fir (A) IRF1, (B) IRF4, (C) IRF5 und (D) IRF7
verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in
Relation zum Median der Genexpression in den PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.

4.4.1.2 CpG-vermittelte TLR9-Stimulation und Expression von Genen pro- und

antiinflammatorischer Zytokine im chronisch entziindlichen Milieu

Die Auswirkungen der TLR9-Stimulation auf die Expression ausgewahlter Gene pro-
und antiinflammatorischer Zytokine wurden im Kapitel 4.2.1.2 bereits im gesunden
Milieu untersucht. Eine analoge Bestimmung fand dementsprechend auch im

chronisch entziindlichen Milieu der DSS-Colitis statt.

Fiur das IL-6-, das IFN-y- und das IL-10-Gen waren dabei im Zustand der

chronischen DSS-Colitis auf Expressionsebene keine nennenswerten Unterschiede
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in den MLN-Zellen beim direkten Vergleich der drei Versuchsgruppen erkennbar
(Abb. 4.4.1.2 A - C).
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Abbildung 4.4.1.2: Die Expression von Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine nach TLR9-Stimulation im chronisch
entziindlichen Milieu. RNA-Lysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Mausen, die im Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit PBS, GpG-
ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels TagMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Genexpression der
proinflammatorischen Zytokine (A) IL-6 und (B) IFN-y sowie des antiinflammatorischen Zytokins (C) IL-10 verglichen. Die dargestellten Werte der
Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum Median der Genexpression in
den PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.

4.4.2 Untersuchung mittels Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassays -
CREB-, NF-kB- und IRF7-Aktivitat bei CpG-vermittelter TLRO9-

Stimulation im chronisch entziindlichen Milieu

Im Kapitel 4.2.2 wurde bereits im gesunden Milieu die Aktivierung ausgewahlter

Transkriptionsfaktoren nach TLR9-Stimulation untersucht. Zur Durchfihrung einer
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entsprechenden Analyse im chronisch entztindlichen Milieu wurden MLN- und LPL-
Zellkernextrakte hinsichtlich der DNA-Bindungsaffinitdt von pCREB, NF-kB (p65) und
IRF7 untersucht, wobei jede Gruppe aus je funf chronisch DSS-entzindeten wt
C57BL/6 Méausen bestand.

Bei der Untersuchung der MLN- und LPL-Isolate im chronisch entztindlichen Milieu
ergaben sich in den CpG-, GpG- und PBS-behandelten Versuchstieren keine
signifikanten Unterschiede in der pCREB- und in der RelA/p65-DNA-Bindungsaffinitat
(Abb. 4.4.2 A und B). Das Verhdltnis der DNA-Bindungsaffinitat von pCREB zu
derjenigen von pNF-kB (p65) zeigte daher in den Zellkernextrakten der MLN- und
LPL-Isolate innerhalb der drei Gruppen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
(Abb. 4.4.2 D). Hinsichtlich der DNA-Bindungsaffinitdt von IRF7 waren im chronisch
entzindlichen Milieu beim direkten Vergleich CpG-, GpG- und PBS-behandelter
Méause keine relevanten Unterschiede in den MLN-Zellen sichtbar (Abb. 4.4.1.2 C). In
den LPL-Isolaten hingegen fuhrte die CpG-vermittelte TLR9-Aktivierung gegenuber
den GpG-Kontrollen zu einer signifikant verstarkten (p = 0,047) IRF7-DNA-
Bindungsaffinitdt im chronisch entzindlichen Milieu (Abb. 4.4.2 C), wéhrend
gegenuber den PBS-Kontrollen wiederum keine nenneswerten Unterschiede sichtbar

waren.
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Abbildung 4.4.2: Die DNA-Bindungsaffinitat von aktiviertem CREB, NF-kB und IRF7 nach TLR9-Stimulation im chronisch entziindlichen
Milieu. Zellkernextrakte aus MLN- und LPL-Isolaten von wt C57BL/6 Mé&usen, die im Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit PBS, GpG-ODN
oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels TransAM®-Assays hinsichtlich der DNA-Bindungsaffinitat von (A) pCREB (Ser133), (B)
NF-kB (RelA/p65) und (C) IRF7 untersucht. Alle Messwerte wurden nach Abzug des entsprechenden Leerwertes auf die dazugehérige
Positivkontrolle bezogen. Die dargestellten Werte entsprechen der DNA-Bindungsaffinitat (relative Aktivierung) und sind stets in Relation zum
Median der DNA-Bindungsaffinitat im jeweiligen Gewebetyp der PBS-behandelten Versuchstiere aufgetragen. Die relative Aktivierung von pCREB
und NF-kB (RelA/p65) wurde anschlieRend in das entsprechende Verhdltnis zueinander gesetzt und auf den Median der pCREB/NF-«kB-Ratio der
PBS-behandelten Versuchstiere bezogen (D). n = 5.

4.4.3 Untersuchung mittels Western Blot

Auch im chronisch entzindlichen Milieu wurden die Auswirkungen der TLR9-
Stimulation auf die Aktivierung ausgewahlter Signalmolekile im Immunoblot
untersucht. Zu diesem Zweck wurden je funf MLN-Gesamtzelllysate von CpG-
behandelten als auch von PBS- respektive GpG-behandelten wt C57BL/6 M&ausen
wahrend einer chronischen DSS-Colitis verglichen.

4.4.3.1 Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in MLN-Zellen bei CpG-
vermittelter TLR9-Stimulation im chronisch entzindlichen Milieu

Um den Einfluss der TLR9-Stimulation im chronisch entziindlichen Milieu auf die
Aktivierung der drei Transkriptionsfaktoren CREB, NF-kB (p65) und IRF7
darzustellen, wurde der Zellgehalt an phosphoryliertem CREB und RelA/p65 sowie

an IRF7 bestimmt.

Im Zustand der chronischen DSS-Colitis zeigten sich dabei in den MLN-Isolaten
keine Unterschiede in der pCREB-, der pNF-kB- und der IRF7-Menge zwischen
CpG- und PBS- respektive GpG-behandelten Versuchstieren (Abb. 4.4.3.1 A - C).
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Abbildung 4.4.3.1: Der Zellgehalt an pCREB, pNF-kB und IRF7 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 Mausen nach TLR9-Stimulation im
chronisch entziindlichen Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Méausen, die im
Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels SDS-PAGE und Western
Blot der Immundetektion zugdnglich gemacht. Die Immundetektion von (A) pCREB (Ser133), (B) pNF-kB (RelA/p65) (Ser536) und (C) IRF7
erfolgte mit spezifischen Antikérpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch
quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (3-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein Maf3
fur die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der densitometrischen Dichte in

den PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.
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4.4.3.2 Aktivierung von Proteinkinasen in MLN-Zellen bei CpG-vermittelter

TLR9-Stimulation im chronisch entziindlichen Milieu

Analog zu den Untersuchungen im gesunden Milieu wurden auch im chronisch
entziindlichen Milieu die Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf
die Aktivierung ausgewahlter Proteinkinasen untersucht. Analysiert wurde dazu der

MLN-Zellgehalt von pAkt und p-p38 sowie von totaler und phosphorylierter GSK3-83.

Der MLN-Zellgehalt an p-p38 wies dabei im Zustand einer chronischen DSS-Colitis
keine relevanten Unterschiede zwischen der CpG- und PBS-Behandlung auf. Jedoch
zeigten die MLN-Zellen GpG-behandelter Versuchstiere einen signifikant hoéheren
Gehalt an p-p38 als die PBS- (p = 0,015) und CpG-behandelten (p = 0,012) Tiere
(Abb. 4.4.3.2 A). Eine CpG-vermittelte TLR9-Stimulation im chronisch entztindlichen
Milieu zog im Vergleich zur PBS-behandelten Kontrolle eine signifikant verringerte (p
= 0,048) Zellmenge an pAkt nach sich. Im Vergleich zur GpG-stimulierten Kontrolle
waren derartige CpG-Effekte jedoch nicht sichtbar (Abb. 4.2.3.2 B). Die MLN-Zellen
von CpG- und PBS-behandelten Versuchstieren zeigten im Zustand einer
chronischen DSS-Colitis keine nennenswerten Unterschiede im Zellgehalt an totaler
GSK3-B. Jedoch wiesen hierbei die MLN-Zellen der GpG-behandelten Kontrolltiere
einen signifikant hoheren Gesamt-GSK3-B-Gehalt auf als die der PBS- (p = 0,009)
und die der CpG-behandelten (p = 0,002) Tiere. Der Gehalt an pGSK3- war in MLN-
Zellen aus CpG-behandelten Tieren im Vergleich zu den PBS- respektive GpG-
behandelten Kontrollen unverandert. Das MLN-Zellmengenverhéltnis von pGSK3-3
zu Gesamt-GSK3-$ zeigte dabei zwischen CpG-Behandlung und PBS- respektive
GpG-Kontrollbehandlung keine relevante Unterschiede (Abb. 4.4.3.2 C).
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Abbildung 4.4.3.3: Der Zellgehalt an p-p38, pAkt, Gesamt-GSK3-B und pGSK3-8 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 Mausen nach
TLR9-Stimulation im chronisch entziindlichen Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von wt
C57BL/6 Mausen, die im Zustand der chronischen DSS-Colitis mit PBS, GpG-ODN oder CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels
SDS-PAGE und Western Blot der Immundetektion zuganglich gemacht. Die Immundetektion von (A) p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), (B) pAkt
(Serd73), (C) Gesamt-GSK3-B und pGSK3-B erfolgte mit spezifischen Antikdrpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen
Lumineszenzsignale wurden densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (B-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte
(relative densitometrische Dichte) stellen ein MaR fur die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in
Relation zum Median der densitometrischen Dichte in den PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. Die relative densitometrische Dichte von
pGSK3-B und Gesamt-GSK3- wurde anschlieBend in das entsprechende Verhéltnis zueinander gesetzt und auf den Median der pGSK3-
B/Gesamt-GSK3-B-Ratio der PBS-behandelten Versuchstiere bezogen. n = 5.
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4.5 Vergleich der Effekte der CpG-vermittelten TLR9-Stimulation

im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu

Um die Milieu-abhéngigen dichotomen Effekte der CpG-vermittelten TLRO-
Stimulation (siehe Kapitel 1.2.4 und 1.3.2) genauer zu beleuchten, waren in den
Kapiteln 4.2 bis 4.4 ausgewahlte Zytokine, Transkriptionsfaktoren und Proteinkinasen

hinsichtlich ihrer Genexpression, Transaktivierung und Zellmenge untersucht worden.

In diesem Kapitel wurden nun abschliel3end die Effekte der CpG-getragenen TLR9-
Stimulation im gesunden und chronisch entzindlichen Milieu, die in den Kapiteln 4.2

und 4.4 dargestellt worden waren, aufgefiihrt und vergleichend gegenibergestellt.

451 Vergleich mittels TagMan® Real-Time-PCR

In einem ersten Schritt wurden die Milieu-abhangigen Effekte der TLR9-Stimulation
auf die Genexpression untersucht. Mittels gqRT-PCR wurden dazu MLN-RNA-Lysate
aus je funf CpG-behandelten C57BL/6 wt Mausen, die vor CpG-Behandlung
entweder gesund oder an einer chronischen DSS-Colitis erkrankt waren, verglichen.
Als Kontrolle dienten PBS-behandelte gesunde respektive chronisch DSS-

entziindete Tiere.

45.1.1 Effekt der CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf die Expression von

IRF-Genen im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu

Zunachst wurde die Expression von IRF-Genen bei CpG-vermittelter TLR9-Stimu-

lation im gesunden respektive im chronisch erkrankten Milieu miteinander verglichen.

Fur das IRF1-, IRF4-, IRF5- und IRF7-Gen war in den MLN-Zellen sowohl unter
CpG-Stimulation als auch unter PBS-Kontrollbehandlung kein signifikanter
Unterschied auf Expressionsebene zwischen gesunden und chronisch erkrankten wt
C57BL/6-Mausen nachweisbar. In Tendenz zeigte sich jedoch in den gesunden
Tieren unter CpG-Behandlung ein Induktionseffekt in allen untersuchten IRF-Genen
im Vergleich zur PBS-Kontrollbehandlung, wohingegen in den chronisch erkrankten
Tieren dieser CpG-induzierte Effekt auf die IRF-Genexpression ausblieb (Abb.
45.1.1A-D).
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Abbildung 4.5.1.1: Die Expression ausgewahlter IRF-Gene nach TLR9-Stimulation im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu.
RNA-Lysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Mausen, die im gesunden Zustand oder im Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit CpG-
ODN behandelt worden waren, wurden mittels TagMan®-Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression der Gene fiir (A) IRF1, (B) IRF4, (C)
IRF5 und (D) IRF7 verglichen. Die dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH)
bezogen und in Relation zum Median der Genexpression in den gesunden PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.

4.5.1.2 Effekt der CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf die Expression von

Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine im gesunden und

chronisch entziindlichen Milieu

Im Folgenden wurde die Expression ausgewahlter Zytokingene bei CpG-vermittelter

TLR9-Aktivierung im Zustand der Gesundheit und im Zustand der DSS-induzierten

chronischen Colitis direkt gegentbergestellt und miteinander verglichen.
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Die CpG-Behandlung chronisch DSS-entziindeter Versuchstiere fuhrte in den MLN-
Zellen zu einer signifikant hoheren (p = 0,047) Expression des IL-6-Gens im
Vergleich zu der CpG-Behandlung gesunder Tiere (Abb. 4.5.1.2 A). Hinsichtlich der
Expression des IFN-y- und IL-10-Gens zeigten sich keine nenneswerten
Unterschiede zwischen der CpG-Behandlung chronisch entziindeter Mause und der
CpG-Behandlung gesunder Mause (Abb. 4.5.1.2 B und C). Die PBS-behandelten
Kontrollen zeigten bei allen drei untersuchten Zytokingenen keine relevanten
Unterschiede zwischen gesundem und chronisch entzindlichem Milieu (Abb. 4.5.1.2
A-QC).
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Abbildung 4.5.1.2: Die Expression von Genen pro- und antiinflammatorischer Zytokine nach TLR9-Stimulation im gesunden und
chronisch entziindlichen Milieu. RNA-Lysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6 Mausen, die im gesunden Zustand oder im Zustand einer
chronischen DSS-Colitis mit CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels TagMan® Real-Time-PCR hinsichtlich der relativen Expression
der Gene der proinflammatorischen Zytokine (A) IL-6 und (B) IFN-y sowie des antiinflammatorischen Zytokins (C) IL-10 verglichen. Die
dargestellten Werte der Zielgene (relative Genexpression) sind stets auf das jeweilige Referenzgen (GAPDH) bezogen und in Relation zum
Median der Genexpression in den gesunden PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.
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45.2 Vergleich mittels Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassays - CREB-,
NF-kB- und IRF7-Aktivitdt bei CpG-vermittelter TLR9-Stimulation im

gesunden und chronisch entziindlichen Milieu

In einem zweiten Schritt wurde die Transaktivierung von pCREB, NF-kB (p65) und
IRF7 in Zellkernen von MLN- und LPL-Zellisolationen aus je funf CpG-behandelten
C57BL/6 wt Mausen im gesunden Zustand und im Zustand der chronischen DSS-
Colitis verglichen. Als Kontrolle wurden je funf PBS-behandelte gesunde respektive

chronisch DSS-induzierte C57BL/6 wt Mause herangezogen.

Dabei zeigte sich in den MLN- und LPL-Isolaten CpG-behandelter M&use zwischen
dem gesunden und dem chronisch DSS-induzierten Zustand kein relevanter
Unterschied in der pCREB-DNA-Bindungsaffinitdt (Abb. 4.5.2 A). In den MLN-Zellen
waren auch innerhalb der beiden PBS-Kontrollen keine nennenswerten Unterschiede
sichtbar. Die LPL-Isolate PBS-behandelter Tiere mit chronischer DSS-Colitis zeigten
hingegen ein signifikant hoheres (p = 0,008) pPCREB-DNA-Bindungsvermdgen als die
LPL-Isolate PBS-behandelter gesunder Tiere (Abb. 4.5.2 A). Die DNA-
Bindungsaffinitdt von NF-kB (p65) war in MLN-Zellen gesunder und chronisch DSS-
entzindeter Versuchstiere sowohl nach PBS- als auch nach CpG-Behandlung
unverandert (Abb. 4.5.2 B). In den LPL-Zellen hingegen fuhrte die TLR9-Aktivierung
im chronisch entzindlichen Milieu zu einer signifikant schwacheren (p = 0,001) DNA-
Bindung von RelA/p65 als die TLR9-Stimulation im gesunden Milieu. Die PBS-
Behandlung der Versuchstiere im chronisch entziindlichen Milieu miindete hingegen
in einer signifikant starkeren (p = 0,008) RelA/p65-DNA-Bindung als die PBS-
Behandlung im gesunden Milieu (Abb. 4.5.2 B). Im Vergleich zum gesunden Milieu
war das Verhdltnis der pCREB-DNA-Bindungsaffinitat zur RelA/p65-DNA-
Bindungsaffinitdt somit nach CpG-Behandlung im chronisch entzindlichen Milieu in
den LPL-Zellkernextrakten unverandert. Die pCREB/NF-kB-Transaktivierungsratio
unter PBS-Kontrollbehandlung im chronisch entztindlichen Milieu war in den LPL-
Isolaten hingegen signifikant (p = 0,001) in Richtung der pCREB-Transaktivierung
verschoben, verglichen mit der PBS-Kontrollbehandlung im gesunden Milieu (Abb.
4.5.2 D). In den MLN-Zellkernen zeigten sich hierbei zwischen dem gesunden und
dem chronisch entzindlichen Milieu weder unter PBS- noch unter CpG-Behandlung
relevante Unterschiede in der pCREB/NF-kB-Transaktivierungsratio (Abb. 4.5.2 D).

Die MLN-Zellen chronisch erkrankter und gesunder Versuchstiere zeigten unter CpG-
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und PBS-Behandlung keine nennenswerten Differenzen im IRF7-DNA-
Bindungsvermogen (Abb. 4.5.2 C). Der Vergleich der CpG-Behandlung im gesunden
Milieu und im chronisch entzindlichen Milieu zeigte auch in den LPL-Zellen keine
relevanten Unterschiede im Hinblick auf die IRF7-DNA-Bindungsaffinitat, wohingegen
unter PBS-Kontrollbehandlung die IRF7-DNA-Bindungsaffinitat im gesunden Milieu
signifikant hoher (p < 0,001) war als im chronisch entztindlichen Milieu (Abb. 4.5.2
C).
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Abbildung 4.5.2: Die DNA-Bindungsaffinitat von aktiviertem CREB, NF-kB und IRF7 nach TLR9-Stimulation im gesunden und chronisch
entzundlichen Milieu. Zellkernextrakte aus MLN- und LPL-Isolaten von wt C57BL/6 Mausen, die im gesunden Zustand oder im Zustand einer
chronischen DSS-Colitis mit CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels TransAM®—Assays hinsichtlich der DNA-Bindungsaffinitat von (A)
pCREB (Ser133), (B) NF-kB (RelA/p65) und (C) IRF7 untersucht. Alle Messwerte wurden nach Abzug des entsprechenden Leerwertes auf die
dazugehdrige Positivkontrolle bezogen. Die dargestellten Werte entsprechen der DNA-Bindungsaffinitat (relative Aktivierung) und sind stets in
Relation zum Median der DNA-Bindungsaffinitat im jeweiligen Gewebetyp der gesunden PBS-behandelten Versuchstiere aufgetragen. Die relative
Aktivierung von pCREB und NF-kB (RelA/p65) wurde anschlieBend in das entsprechende Verhaltnis zueinander gesetzt und auf den Median der
pCREB/NF-kB-Ratio der PBS-behandelten Versuchstiere bezogen (D). n = 5.
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4.5.3 Vergleich mittels Western Blot

Abschlie3end wurden die Milieu-abhangigen Effekte der CpG-Stimulation auf Trans-
duktionsebene analysiert. Hierfir wurden MLN-Lysate von je funf CpG-behandelten
C57BL/6 wt Mausen im gesunden respektive DSS-induzierten Zustand hinsichtlich
des Zellgehalts an ausgewéahlten Signalmolekilen im Immunoblot verglichen. Je funf

PBS-behandelte gesunde respektive chronisch erkrankte Tiere stellten die Kontrolle.

4.5.3.1 Effekt der CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren im gesunden und chronisch entzindlichen Milieu

Zunachst wurde die CpG-Behandlung im gesunden und chronisch entzindlichen Mi-
lieu hinsichtlich der MLN-Zellmenge an pCREB, pNF-kB (p65) sowie IRF7 verglichen.

In den MLN-Zellen fuhrte die CpG-Behandlung im Zustand der chronischen DSS-
Colitis zu einem signifikant hoheren (p < 0,001) pCREB-Zellgehalt als die im
gesunden Zustand, wohingegen die PBS-Behandlung im chronisch erkrankten Milieu
mit einer signifikant geringeren (p = 0,008) Menge an pCREB einherging als die im
gesunden Milieu (Abb. 4.5.3.1 A). Ebenso war der NF-kB-Gehalt in den MLN-Zellen
bei der CpG-Behandlung wahrend der DSS-Colitis signifikant héher (p < 0,001) als
bei der im gesunden Zustand (Abb. 4.5.3.1 B). Eine TLR9-Aktivierung im chronisch
entzuindlichen Milieu fuhrte in den MLN-Zellen hingegen zu keinen nennenswerten
Unterschieden in der IRF7-Zellmenge im Vergleich zur CpG-Behandlung im gesun-
den Milieu (Abb. 4.5.3.1 C). FUr pNF-kB und IRF7 zeigten sich dabei innerhalb der

PBS-Kontrollen keine relevanten Zellmengenunterschiede (Abb. 4.5.3.1 B und C).
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Abbildung 4.5.3.1: Der Zellgehalt an pCREB, pNF-kB und IRF7 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 M&usen nach TLR9-Stimulation im
gesunden und chronisch entziindlichen Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-Zellisolaten von wt C57BL/6
Mausen, die im gesunden Zustand oder im Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit CpG-ODN behandelt worden waren, wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot der Immundetektion zugéanglich gemacht. Die Immundetektion von (A) pCREB (Ser133), (B) pNF-kB (RelA/p65) (Ser536)
und (C) IRF7 erfolgte mit spezifischen Antikdrpern und einer Chemolumineszenzreaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden
densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (3-Actin) bezogen. Die dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte)
stellen ein MaR fir die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar und sind stets in Relation zum Median der
densitometrischen Dichte in den gesunden PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. n = 5.

4.5.3.3 Effekt der CpG-vermittelten TLR9-Stimulation auf die Aktivierung von

Proteinkinasen im gesunden und chronisch entzindlichen Milieu

Zum Abschluss wurde der Zellgehalt an p-p38 MAPK, pAkt, totaler GSK3-f und
pGSK3-f in den MLN-Zellen von CpG-behandelten C57BL/6 wt Mausen im
gesunden Milieu und im chronisch entzindlichen Milieu der DSS-Colitis miteinander
verglichen.

Die MLN-Zellen chronisch entziindeter Mause unterschieden sich hinsichtlich der
Zellmenge an p-p38 MAPK weder unter CpG- noch unter PBS-Behandlung relevant
von den gesunden Tieren (Abb. 4.5.3.2 A). Die Akt-Phosphorylierung war in den
MLN-Zellen CpG-behandelter Tiere unabhéangig vom Entziindungsstatus. Die PBS-
Behandlung im chronisch entziindlichen Milieu ging jedoch mit einer signifikant
héheren (p = 0,021) pAkt-Menge einher als diejenige im gesunden Milieu (Abb.
45.3.2 B). Die Menge an totaler GSK3-B war in den MLN-Zellen bei CpG-
Behandlung im chronisch erkrankten Zustand signifikant héher (p = 0,008) als bei
derjenigen im gesunden Zustand, wohingegen diese bei PBS-Behandlung nicht vom
Entzindungsstatus beeinflusst wurde. Der MLN-Zellgehalt an inaktivierter pGSK3-3

war bei CpG-Behandlung im chronisch entzindlichen Milieu signifikant hoher (p =
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0,004) als bei derjenigen im gesunden Milieu. Hierbei zeigten sich keine nennens-
werten Unterschiede innerhalb der beiden PBS-Kontrollen. Im chronisch
entziindlichen Milieu war daher das MLN-Zellmengenverhaltnis von pGSK3-f zu
Gesamt-GSK3-f unter CpG-Behandlung signifikant (p = 0,001) geringer als im
gesunden Milieu. Unter PBS-Behandlung zeigten sich hierbei keine relevanten Unter-

schiede zwischen gesundem und chronisch entzindlichem Milieu (Abb. 4.5.3.2 C).
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Abbildung 4.5.3.3: Der Zellgehalt an p-p38, pAkt, Gesamt-GSK3-B und pGSK3-8 in Gesamtzelllysaten von wt C57BL/6 M&ausen nach
TLR9-Stimulation im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu. Die einzelnen Proteinkomponenten der Gesamtzelllysate aus MLN-
Zellisolaten von wt C57BL/6 Mé&usen, die im gesunden Zustand oder im Zustand einer chronischen DSS-Colitis mit CpG-ODN behandelt worden
waren, wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot der Immundetektion zugénglich gemacht. Die Immundetektion von (A) p-p38 MAPK
(Thr180/Tyr182), (B) pAkt (Ser473), (C) Gesamt-GSK3-B und pGSK3-B erfolgte mit spezifischen Antikérpern und einer Chemolumineszenz-
reaktion. Alle erhaltenen Lumineszenzsignale wurden densitometrisch quantifiziert und auf die jeweilige Ladungskontrolle (B-Actin) bezogen. Die
dargestellten Werte (relative densitometrische Dichte) stellen ein MaB fur die in der Zelle enthaltene Menge des zu untersuchenden Proteins dar
und sind stets in Relation zum Median der densitometrischen Dichte in den gesunden PBS-behandelten Versuchstieren aufgetragen. Die relative
densitometrische Dichte von pGSK3-f und Gesamt-GSK3-3 wurde anschliefend in das entsprechende Verhaltnis zueinander gesetzt und auf den
Median der pGSK3-B/Gesamt-GSK3-B-Ratio der PBS-behandelten Versuchstiere bezogen. n = 5.
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5 Diskussion

Ein definitiver Ausloser der CED konnte bis dato nicht identifiziert werden und somit
bleibt die genaue Atiologie und Pathogenese der CED trotz zahlloser neuer
Erkenntnisse in den vergangenen Jahren noch weitgehend im Verborgenen.

Meilensteine in der CED-Forschung der vergangenen Jahre waren die Erkenntnisse,
dass die lokale intestinale Flora eine wesentliche Voraussetzung sowohl fir das
Zustandekommen von CED (154 - 156) als auch fiur die Ausbildung einer protektiven

Immunhomadostase (140, 180) darstellt.

Unmethylierte CpG-Motive - die immunstimulatorische Komponente bakterieller DNA
- zeigen dabei vom Prinzip her ein ganz ahnliches dichotomes Verhalten wie die
intestinale Flora. Dieses paradoxe Verhalten ist hierbei stark vom zugrunde
liegenden Milieu abhangig. Im gesunden Milieu entfaltet eine CpG-Stimulation eine
vornehmlich antiinflammatorische Wirkung, im chronisch entziindlichen Milieu

hingegen eine vornehmlich proinflammatorische Wirkung (179, 182).

Literaturdaten  belegen, dass sowohl fir die Aufrechterhaltung von
Toleranzmechanismen, als auch - unter bisher noch unklaren Umstanden - fir den
Verlust der intestinalen Immunhoméostase PRR- und insbesondere TLR-abhangige
Mechanismen von entscheidender Rolle zu sein scheinen (33, 37, 90, 140, 179, 180,
191, 192).

Derartig dichotome Effekte sind insbesondere beim TLR9 - der PRR fiur die
Erkennung unmethylierter CpG-Motive (30, 90, 91) - in verschiedenen Publikationen
bestatigt worden (140, 179, 181 - 183, 185, 187).

Uber die Vorgange auf Ebene der Signaltransduktion und Aktivierung von
Signalmolektlen und Transkriptionsfaktoren, welche fir diese dichotomen

CpG/TLR9-Effekte verantwortlich sind, ist jedoch bis heute nur wenig bekannt.

Um diese Milieu-abhangige Modifikation der TLR9-Signaltransduktion zu
untersuchen, wurde in der hier vorliegenden Arbeit die TLR9-abhéngige Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren in intestinalen Immunzellen unter gesunden und

chronisch entziindlichen Bedingungen verglichen.
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5.1 Vergleich von gesunden wt und TLR9” Versuchstieren

Milz- und MLN-Zellen aus C57BL/6 Mausen, denen ein intakter TLR9 fehlte, zeigten
sowohl in Gesamtzelllysaten als auch in Zellkernextrakten eine signifikant erhohte
Menge an aktiviertem NF-kB im Western Blot. Da die Bedeutung von NF-kB fir die
Induktion einer proinflammatorischen Immunantwort in der Literatur mehrfach
bestatigt wurde (31, 105, 107), scheint die TLR9-Defizienz in Milz- und MLN-Isolaten
entziindungsforderliche Effekte nach sich zu ziehen. Auf Ebene der DNA-
Bindungsaffinitdit von NF-kB zeigten sich jedoch in Milz- und MLN-Isolaten keine
entsprechenden Effekte. In den LPL-Isolaten hingegen war die NF-kB-DNA-
Bindungsaffinitat bei TLR9-Defizienz zumindest in Tendenz erhdht. Dies deckt sich
mit bereits kirzlich publizierten Daten aus unserer Arbeitsgruppe, in denen sich unter
einer hoheren Fallzahl von n = 10 ein entsprechendes, signifikantes Ergebnis in
LPMZ gesunder wt BALB/c-Mause gezeigt hatte (223). Auf mRNA-Ebene wiederum
zeigte der Verlust eines intakten TLR9 in den MLN-Zellen transgener C57BL/6
Méause eine signifikant erhdhte Expression des Gens von IRF7, welches fur die IFN-
a-Produktion und die Immunabwehr gegen virale Krankheitserreger eine Rolle spielt
(30, 123, 124).

Die DNA-Bindungsaffinitat von aktiviertem CREB war in den Zellkernextrakten von
Milz- und MLN-Isolaten aus TLR9” C57BL/6 Mausen signifikant geringer als in
denen von wt C57BL/6 Mausen. In LPL-Isolaten wurden derartige Unterschiede
jedoch nicht sichtbar. Dies liegt mdglicherweise an der relativ geringen Fallzahl von n
= 8. In einer entsprechenden Untersuchung aus unserer Arbeitsgruppe an BALB/c-
Mausen mit einer hoheren Fallzahl hatte sich jedoch auch in LPMZ-Zellen unter
TLR9-Defizienz eine signifikant geringere pCREB-DNA-Bindungsaffinitdt gezeigt
(223). CREB wird in der Literatur als kritische Komponente der antiinflammatorischen
IL-10-Produktion beschrieben (121, 122), was wiederum die Beobachtung
unterstreicht, dass der Verlust einer physiologischen CpG/TLR9-Interaktion die
Transkriptionsfaktortransaktivierung zu einem proinflammatorisch dominiertem
Phanotyp verschiebt. Auf Proteinebene hingegen zeigte sich in den Milz- und MLN-
Gesamtzelllysaten von TLR9” C57BL/6 Mausen ein signifikant erhohter Zellgehalt an
pCREB im Western Blot. Dies steht im Widerspruch zu den oben genannten
Beobachtungen in den Transkriptionsfaktor-Aktivitatsassays mit den Milz- und MLN-

Zellkernisolaten. Bei den Western-Blot-Untersuchungen wurde jedoch der Gehalt an
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pCREB in Gesamtzelllysaten bestimmt. Somit lassen diese Daten keine Aussagen
Uber die Zellkernmenge von pCREB zu. Die pCREB-Zellkernmenge ist jedoch von
groRerer Relevanz, da pCREB zur Entfaltung seiner Funktion als Transkriptionsfaktor
im Zellkern in unmittelbarere Nahe zur DNA lokalisiert sein muss. Die
entsprechenden Western-Blot-Untersuchungen der Zellkernextrakte, welche auch bei
den pCREB-Transkriptionsfaktor-Aktivitdtsassays Verwendung fanden, zeigten
hinsichtlich der pCREB-Menge dabei keine Unterschiede zwischen TLR9™ und wt
C57BL/6 Mausen. AulRerdem ist zu berlcksichtigen, dass sich bei den
Untersuchungen der Gesamtzell- und Zellkernextrakte mittels Western Blot die
Versuchstiergruppen nur aus je drei C57BL/6 Mausen zusammensetzte, sodass bei
einer Fallzahl von n = 3 keine verlassliche statistische Auswertung maoglich ist. Auf
MRNA-Ebene zeigte sich eine signifikant erhéhte Expression des IL-10-Gens in den
Milz- und MLN-Zellen von TLR9™ im Vergleich zu wt C57BL/6 Mausen. In Anbetracht
der wichtigen Rolle von CREB fiur die IL-10-Produktion (121, 122), stehen diese
Ergebnisse im Einklang mit den Beobachtungen bei den Western-Blot-
Untersuchungen des pCREB-Zellgehalts in Gesamtzelllysaten. Ein Fehlen der
physiologischen CpG/TLR9-Interaktion im gesunden Milieu scheint demnach auch zu
einer Erhéhung der Genexpression des antiinflammatorischen IL-10 zu fihren und
spiegelt moglicherweise das Resultat einer aufwendigen Gegenregulation gegen das
Dominieren der proinflammatorischen Verdnderungen bei Verlust eines intakten

TLR9 im gesunden Milieu wider.

Bezuglich der drei Proteinkinasen p-p38 MAPK, p-p44/42 MAPK (Erk1/2) und pAkt,
welche allesamt in der TLR9-Signaltransduktion eine Rolle bei der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, AP-1 und CREB spielen (38, 43, 105 - 107, 111,
116, 117), zeigten sich auf Gesamtzellproteinebene keine richtungsweisenden
Veranderungen unter TLR9-Defizienz. Jedoch ist zu berlcksichtigen, dass hierbei
Phosphorylierungsereignisse in der Signaltransduktion in Gesamtzelllysaten von
Milz- und MLN-Gewebe bestimmt wurden. Eventuelle Unterschiede, die in einzelnen
spezifischen Zellpopulationen bestehen, kénnen damit nicht erfasst werden.
Ebenfalls koénnen Phosphorylierungserscheinungen in der Signaltransduktion
generell auch transienter Natur sein und wurden somit méglicherweise ebenso nicht

erfasst.
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Alles in allem ergab der durchgefiihrte Vergleich zwischen wt und TLR9” C57BL/6
Méausen Hinweise darauf, dass die physiologische CpG/TLR9-Interaktion im
gesunden Milieu eine wichtige Funktion in der Aufrechterhaltung der intestinalen
Immunhomadostase innezuhaben scheint. Diese Erkenntnis steht somit in Einklang
mit kdrzlich publizierten Daten aus unserer Arbeitsgruppe, die nahelegen, dass die
die Interaktion von TLR9 und bakterieller DNA offensichtlich notwendig ist, um
antiinflammatorische Gegenregulationsmechansimen anzustof3en und das intestinale

Immungleichgewicht zu wahren (223).

5.2  Stimulation des TLR9 in gesunden wt Versuchstieren

Untersuchungen in zahlreichen Tiermodellen belegen, dass eine CpG-vermittelte
TLR9-Aktivierung im gesunden Milieu einen ausgepragt antiinflammatorischen Effekt
auf eine im spateren Verlauf induzierte Colitis anstof3t (179, 182). Dieser schiitzende
Effekt geht mit einer erniedrigten IFN-y- und einer erhdhten IL-10-Produktion
wahrend einer induzierten Colitis einher und scheint von einer TLR9-abhangigen

Induktion regulatorischer T-Zellen getragen zu sein (89, 179, 182, 187, 188).

Von den unmittelbaren Auswirkungen einer CpG-vermittelten TLR9-Aktivierung in

gesunden Versuchstieren im nicht-entztindlichen Milieu ist hingegen wenig bekannt.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CpG-
vermittelte TLR9-Aktivierung im gesunden, nicht-entziindeten Milieu zu einer
Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren fiuhrt. Diese Transkriptionsfaktor-
aktivierung fallt dabei in Abhangigkeit vom untersuchten Gewebetyp unterschiedlich

aus.

Eine CpG-Behandlung fiihrte auf Proteinebene in den MLN-Zellen von gesunden wt
C57BL/6 Mausen gegenuber den PBS-Kontrollen zu einer signifikant erniedrigten
Gesamtzellmenge an aktiviertem NF-kB. In den LPL-Zellkernisolaten hingegen ging
die CpG-Behandlung gesunder Versuchstiere mit einer signifikant erhhten NF-kB-
DNA-Bindungsaffinitat gegeniber den PBS-behandelten Tieren einher.
Entsprechende Effekte bezuglich der NF-kB-DNA-Bindungsaffinitat zeigten sich in
den MLN-Zellkernisolaten dabei nicht. Die Stimulation mit CpG-Motiven im gesunden
Milieu induziert somit je nach zugrunde liegendem Gewebe dichotome Effekte
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bezuglich der Aktivierung von NF-kB, welches als Schiltisselmolekil in der

proinflammatorischen Immunantwort gilt (224).

Ahnliche gewebeabhéngige Effekte zeigten sich auch bei der CREB-Aktivierung,
welche ihrerseits wiederum als zentraler Schritt der antiinflammatorischen IL-10-
Produktion gilt (121, 122): Auf Proteinebene fiihrte die CpG-Behandlung im
gesunden Milieu zu einem signifikant erniedrigten MLN-Gesamtzellgehalt an
aktiviertem CREB gegenuber der PBS- und GpG-Kontrolle. Passend zu diesem
Befund war auch der MLN-Gesamtzellgehalt an phosphorylierter p38 MAPK, welche
eine Rolle in der TLR9-abhangigen Phosphorylierung und Aktivierung von CREB
spielt (111, 225), unter CpG-Behandlung signifikant niedriger als unter PBS- oder
GpG-Behandlung. Auf Ebene der pCREB-Transaktivierung war das DNA-
Bindungsvermogen von pCREB in den LPL-Zellkernisolaten bei CpG-Behandlung im
gesunden Milieu hingegen signifikant hoher als bei PBS-Kontrollbehandlung. In den
MLN-Zellkernisolaten waren bezuglich der pCREB-DNA-Bindungsaffinitat wiederum

keine entsprechenden Effekte sichtbar.

Die Stimulation mit CpG-Motiven in gesunden C57BL/6 Méausen fuhrte somit in den
MLNSs, deren Lymphfollikel zusammen mit den Peyer-Plaques als Induktionsort der
intestinalen Immunantwort gelten (11), zu einer gleichermal3en verringerten
Aktivierung sowohl von NF-kB als auch von CREB. In den Zellisolaten der Lamina
propria, welche ihrerseits als Effektorort der intestinalen Immunantwort gilt (12),
fuhrte die CpG-Stimulation in gesunden C57BL/6 Mausen hingegen zu einer deutlich
erhohten Transaktivierung sowohl von NF-kB als auch von CREB. In den Milzzellen
blieb die CpG-Stimulation gesunder C57BL/6 Mause ohne relevante Auswirkungen
auf die NF-kB- und CREB-Aktivierung.

Die CpG-vermittelte Transaktivierung von CREB in den LPL-Isolaten war jedoch
deutlich starker ausgepragt als diejenige von NF-kB. Eine CpG-Behandlung im
gesunden Milieu scheint somit zumindest in der Lamina propria ein Uberwiegen der

antiinflammatorischen CREB-Transaktivierung zu begunstigen.

Ob diese CpG-Effekte bezlglich der Transaktivierung von NF-kB und CREB in den
LPL-Zellkernisolaten jedoch tatsachlich ausschlie3lich Uber eine CpG-vermittelte
Aktivierung des TLR9 vermittelt ablaufen, kann abschlie3end nicht geklart werden,

denn auch die GpG-Kontrollbehandlung induzierte gegeniber der PBS-
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Kontrollbehandlung signifikante Effekte, die in Qualitat und Ausmald denen der CpG-
Behandlung glichen. Dies kdnnte méglicherweise ein Hinweis darauf sein, dass diese
Effekte in Teilen auch durch einen unspezifischen Einfluss des Phosphorothioat-
Ruckgrats zustande kommen, welches sich die verwendeten CpG- und GpG-Motive
teilen und welches in friheren Publikationen bereits eine immunstimulatorische

Eigenkomponente zeigte (72, 79).

Ein wichtiges Regulatorprotein, welches in der TLR9-Signaltransduktion zwischen
Lproinfammatorischer* NF-kB- und ,antiinflammatorischer CREB-Dominanz
vermittelt, ist die GSK3-B (121). Der prozentuale Anteil der pGSK3-B-Zellmenge an
der gesamten GSK3-B-Zellmenge sank in den MLN-Gesamtzelllysaten unter CpG-
Behandlung in gesunden wt C57BL/6 Mausen signifikant gegenuber der PBS-
respektive GpG-Kontrollbehandlung. Von der konstitutiv aktiven GS3- ist dabei aus
zahlreichen Publikationen bekannt, dass sie - unter Beteiligung von CBP/p300 - die
RelA/p65-abhangige Transkription von Zielgenen fordert (121, 197). Die
phosphorylierte Form der GSK3-8 hingegen ist inaktiviert und unterstutzt - ebenfalls
unter Beteiligung von CBP/p300 - die CREB-abhangige Transkription von Zielgenen
(121, 193). Zusammengefasst war in der hier vorliegenden Arbeit die CpG-
Stimulation von wt C57BL/6 Mausen im gesunden Milieu in den MLN-
Gesamtzelllysaten mit einer verringerten relativen GSK3-B-Inaktivierung assoziiert.
Ein entsprechendes Uberwiegen des konstitutiv aktiven GSK3-B-Anteils und der
damit verbundenen Foérderung der RelA/p65-abhéngigen und gleichzeitigen
Hemmung der CREB-abhangigen Transkription auf DNA-Bindungsebene ist
moglicherweise wiederum dafur mitverantwortlich, dass die pCREB/NF-kB-
Transaktivierungsratio in MLN-Zellen unter CpG-Behandlung im gesunden Milieu
nicht wie in den LPL-Isolaten gegentiber der PBS-Behandlung angestiegen war. Dies
ist mdglicherweise auch einer der Grinde, warum zumindest auf mMRNA-Ebene in
den MLN-Zellen gesunder C57BL/6 Mause keine Unterschiede beziiglich der

Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokingene sichtbar wurden.

In den LPL-Isolaten kam es - neben einem Uberwiegen der antiinflammatorischen
CREB-Transaktivierung - unter CpG-Behandlung im gesunden Milieu auch zu einer
signifikanten Erniedrigung der DNA-Bindungsaffinitat von IRF7, welches als
bedeutender Typ-I-IFN-Regulator ein wichtiges Molekul bei der proinflammatorischen

Immunantwort gegen virale Pathogene darstellt (124). Dies unterstreicht die
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Erkenntnis, dass die CpG-Behandlung im gesunden Milieu zumindest in der Lamina
propria ein Uberwiegen antiinflammatorischer Prozesse zu beglnstigen scheint. In
den MLN-Zellen kam es unter CpG-Behandlung hingegen zu einer erhdhten

Expression des proinflammatorisch wirkenden IRF5-Gens.

5.3 Auswirkungen einer DSS-induzierten chronischen Colitis in

wt Versuchstieren

Zahlreiche Versuche mit diversen Mausmodellen legen nahe, dass das zugrunde
liegende Milieu entscheidenden Einfluss auf die CpG-vermittelte TLRO-
Signaltransduktion nehmen kann (179, 183, 184, 186, 187). Die vorliegende Arbeit
konnte zeigen, dass auch ohne eine gezielte TLR9-Stimulation essentielle
Unterschiede zwischen dem gesunden Milieu und dem chronisch entziindlichen
Milieu der DSS-induzierten Colitis auf Ebene der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren bestehen, die Ausdruck prinzipieller TLR9-unabh&ngiger

Unterschiede je nach zugrunde liegendem Milieu sind.

In der Literatur ist belegt, dass die DSS-induzierte Colitis mit einer direkten
physikalischen Aktivierung von Makrophagen und einer damit verbundenen Ty1- und
im spateren Verlauf auch Tyl/Ty2-getragenen Immunantwort (161) sowie einer
konsekutiven Bildung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-12, IFN-y und TNF
einhergeht (161, 226, 227). Die DSS-induzierte Etablierung einer Colitis ist dabei
auch unter keimfreien Bedingungen moglich und somit zu gewissen Teilen von der
lokalen mikrobiellen Darmflora unabhéngig (161, 228, 229). Da die Phosphorylierung
und Aktivierung von NF-kB einer der zentralen Schritte in der konsekutiven Bildung
proinflammatorischer Zytokine ist (30, 31, 106, 224), stehen die in der vorliegenden
Arbeit gewonnenen Ergebnisse, dass die chronische DSS-Colitis in wt C57BL/6
Mausen zu einer signifikant erhohten NF-kB-DNA-Bindungsaktivitat in den LPL-
Zellkernextrakten fuhrt, im Einklang mit der in der Literatur beschriebenen Induktion
proinflammatorischer Zytokine in der DSS-Colitis. Auch die Zellmenge an aktiviertem
pNF-kB war in den MLN-Gesamitzelllysaten der Versuchstiere im Zustand der

chronischen DSS-Colitis signifikant héher als im gesunden Zustand.

Obwohl eine Erhéhung der proinflammatorischen Zytokine wie IL-6 und TNF im
Modell der DSS-induzierten Colitis in der Literatur gesichert ist (161, 226, 227),
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zeigten sich in der hier vorliegenden Arbeit zumindest auf MRNA-Ebene in den MLN-
Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem gesunden Milieu und dem
chronisch entzindlichen Milieu der DSS-Colitis hinsichtlich der Expression der Gene
fur die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IFN-y. Dies ist am ehesten durch die
geringe Fallzahl von n = 5 Tieren in den Versuchstiergruppen zu erklaren, sodass die
in der Tendenz sichtbaren Effekte keine Signifikanz erreichen. AuRerdem wird die
Produktion von Zytokinen nicht ausschlie3lich tGber die Menge an produzierter
MRNA, sondern unter anderem auch Uber die Modifikation von mRNA-Stabilitat,
Translationsraten und posttranslationalen Prozessierungen gesteuert, sodass allein
anhand der mRNA-Menge nicht umfassend auf die tatsachliche Menge an

produzierten Zytokinen geschlossen werden kann.

In der Literatur wurde des Weiteren beschrieben, dass es wahrend einer DSS-
induzierten Colitis auf mMRNA-Ebene auch zu einer erhéhten Expression des Gens fur
das antiinflammatorisch wirkende IL-10 kommen kann (226). Dies steht im Einklang
mit der Beobachtung, dass in chronisch DSS-entziindeten Versuchstieren die
pCREB-Zellmenge in den MLN-Gesamtzelllysaten signifikant hoher war als in
gesunden Versuchstieren, denn CREB gilt als kritische Komponente der IL-10-
Produktion (121, 122). Auch die pCREB-DNA-Bindungsaffinitat war sowohl in den
MLN- als auch in den LPL-Zellkernextrakten der chronisch DSS-entziindeten

Versuchstiere signifikant hoher als in den der gesunden Versuchstiere.

Die Transaktivierung von pCREB war im chronisch entziindlichen Milieu dabei
sowohl in den MLN- als auch in den LPL-Zellkernextrakten wesentlich starker
ausgepragt als die Transaktivierung von NF-kB. Dieses Uberwiegen der pCREB-
Transaktivierung im chronisch entzindlichen Milieu der DSS-Colitis gegentiber dem
gesunden Milieu ist dabei mdglicherweise Uber die Regulation der GSK3- vermittelt.
In der hier vorliegenden Arbeit war der Zellgehalt an pGSK3-f in den MLN-
Gesamtzelllysaten der chronisch DSS-entziindeten Versuchstiere signifikant grof3er
als in den der gesunden Versuchstiere, wohingegen der Zellgehalt an Gesamt-
GSK3-B in den MLN-Gesamtzelllysaten der chronisch DSS-entzindeten und der
gesunden Versuchstiere konstant war. Dementsprechend war das Verhéltnis der
pGSK3-B an der Gesamt-GSK3-f3 in den MLN-Gesamtzelllysaten der chronisch DSS-
entziindeten Versuchstiere signifikant grof3er als in den der gesunden Versuchstiere,

sodass im chronisch entziindeten Milieu der DSS-Colitis die inaktive GSK3-B-Form
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dominiert und somit von einer Weichenstellung in Richtung der pCREB- gegenuber

der NF-kB-Transaktivierung auszugehen ist.

Mdglicherweise spricht diese verstarkte Transaktivierung von pCREB wahrend der
chronischen DSS-Colitis fur einen Mechanismus antiinflammatorischer Gegen-
regulation. Dass eine solche Gegenregulation jedoch nicht effektiv genug und
ausreichend ist, zeigte sich in der hier vorliegenden Arbeit daran, dass es auf mMRNA-
Ebene nicht zu einem Anstieg der IL10-Genexpression wéahrend der chronischen
DSS-induzierten Colitis kam, was man parallel zur verstarkten CREB-
Transaktivierung erwartet hatte. Auch hierbei sind wiederum die geringe Fallzahl von
n =5 Versuchstieren und die Tatsache, dass die Zytokinproduktion neben der blo3en
MRNA-Menge zuséatzlich auch von den oben genannten Parametern abhangt, zu

erwahnen, die in der Interpretation dieser Ergebnisse bericksichtigt werden mussen.

Die DNA-Bindungsatffinitat von IRF7, welches eine wichtige Rolle in der Produktion
von IFN-a spielt (30, 123, 124), war in den LPL-Zellkernextrakten chronisch DSS-
entzindeter Versuchstiere signifikant geringer als in den LPL-Zellkernextrakten
gesunder Versuchstiere, wobei sich derartige Effekte in den MLN-Zellkernextrakten
nicht zeigten. In den MLN-Gesamtzelllysaten war im Gegensatz dazu die IRF7-
Zellmenge in den chronisch erkrankten Mausen signifikant hoher als in den
gesunden Pendants. Auch auf Genexpressionsebene zeigten die MLN-Zellen
chronisch entziindeter Tiere einen signifikant hoheren IRF7-mRNA-Gehalt als die
gesunde Vergleichsgruppe. Somit zeigten sich fur IRF7 Milieu-abhangige
Unterschiede, die einerseits abhangig vom Gewebe und andererseits abhangig vom

untersuchten Zellkompartiment divergent waren.

Neben IRF7 spielt auch IRF1 eine Rolle in der Typ-I-IFN-Produktion, in dem es die
IFN-B-Genexpression beeinflussen kann (30, 38, 127). Die Expression des Gens fir
IRF1 war auf mMRNA-Ebene in den MLN-Zellen der chronisch DSS-entziindeten wt
C57BL/6 Mause signifikant geringer als in den der gesunden wt C57BL/6 Mause. Die
Effekte des chronisch entziindlichen Milieus der DSS-Colitis scheinen fur IFN-a und -

B somit - zumindest in den MLN-Zellen - divergent auszufallen.
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54 Stimulation des TLR9 in chronisch entzindeten wt

Versuchstieren

In der Literatur ist belegt, dass die CpG-vermittelte TLR9-Stimulation im akut oder
chronisch entztindlichen Milieu zu deutlich proinflammatorischen Effekten mit
erhohter Sekretion proinflammatorisch wirkender Zytokine wie IL-6 und IFN-y fuhrt
(179, 181, 182), sodass eine CpG-getragene TLR9-Aktivierung im entzindlichen
Milieu als entscheidender Faktor zum Fortbestand und zur Exazerbation einer bereits
etablierten chronischen Entziindung beitragt (179, 181, 183). Die aktivierende
Phosphorylierung von NF-kB stellt dabei einen der zentralen Schritte in der
konsekutiven Bildung proinflammatorischer Zytokine dar (30, 31, 106, 224).

Passend dazu =zeigte sich in der hier vorliegenden Arbeit in den MLN-
Gesamtzelllysaten der CpG-behandelten wt C57BL/6 Mausen eine gegentber den
GpG-behandelten Pendants signifikant erhdhte pNF-kB-Zellmenge wahrend der
chronischen DSS-Colitis. Fur die proinflammatorisch wirkenden Zytokine IL-6 und
IFN-y zeigte sich jedoch zumindest auf mMRNA-Ebene der entsprechenden Gene in
den MLN-Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen einer CpG-Behandlung
und einer PBS- oder GpG-Kontrollbehandlung im entzindlichen Milieu der
chronischen DSS-Colitis. Hierbei ist davon auszugehen, dass die geringe Fallzahl
von n = 5 Tieren dafur verantwortlich ist, dass die in Tendenz sichtbaren
Unterschiede nicht das erforderliche Signifikanzniveau erreichen. Aul3erdem wird die
Zytokinproduktion nicht ausschlie3lich Gber die produzierter mMRNA-Menge, sondern
unter anderem auch Uber die mRNA-Stabilitdt, die Translationsrate und die
posttranslationalen Prozessierungen gesteuert, was in der hier vorliegenden Arbeit

nicht untersucht wurde.

Auf Ebene der NF-kB-DNA-Bindungsaffinitdt waren in den MLN-Zellkernextrakten
keine signifikanten Unterschiede zwischen der CpG-Behandlung und der GpG- und
PBS-Kontrollbehandlung im chronisch entztindlichen Milieu erkennbar. In den LPL-
Zellkernextrakten war die NF-kB-DNA-Bindungsaffinitat bei CpG-Behandlung der
chronisch DSS-entziindeten Mause hingegen signifikant niedriger als bei PBS- oder
GpG-Kontrollbehandlung. Dieses Ergebnis steht somit in deutlichem Kontrast
einerseits zu der auf Proteinebene erhdhten pNF-kB-Zellmenge in den MLN-
Gesamtzelllysaten und andererseits zu Literaturdaten, welche eine deutliche

Erhéhung der Sekretion proinflammatorischer Zytokinen bei CpG-Behandlung im
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chronisch entziindlichen Milieu der DSS-Colitis aufzeigen (179, 181, 182) und dabei
die NF-kB-Aktivierung als zentrales Element in der Bildung proinflammatorischer
Zytokine beschreiben (30, 31, 106, 224).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass in den LPL-
Zellkernextrakten der CpG-behandelten chronisch DSS-entziindeten Mause auch die
DNA-Bindungsaffinitat von pCREB signifikant geringer war als in den
entsprechenden Proben der PBS- oder GpG-behandelten Kontrolltiere. In den MLN-
Zellkernextrakten und -Gesamtzelllysaten waren derartigen Unterschiede hingegen
nicht sichtbar, sodass die Effekte einer CpG-Behandlung im chronisch entztindlichen
Milieu hinsichtlich der CREB-getragenen Entziundungsregulation in dem hier
verwendeten Mausmodell streng gewebespezifisch auf die Lamina propria

beschrankt zu sein scheinen.

In Tendenz zeigte sich dabei, dass in den LPL-Zellkernextrakten der chronisch DSS-
entziindeten Mause unter CpG-Behandlung das Gleichgewicht von CREB- zu NF-kB-
getragener Genaktivierung in Richtung der ,proinflammatorischen® NF-kB-
getragenen verschoben wird. Derartige Tendenzen zeigten sich in den MLN-
Zellkernextrakten der entsprechenden Versuchstiere nicht. Die CpG-Behandlung im
chronisch entziindlichen Milieu der DSS-Colitis scheint somit - zumindest in Tendenz
- gewebeabhéngig in den Zellen der Lamina propria eine ,proinflammatorischer NF-

kB-Dominanz bei der Genaktivierung zu beginstigen.

In den LPL-Zellkernextrakten der CpG-behandelten DSS-entziindeten Versuchstiere
war daruber hinaus die DNA-Bindungsaffinitat von IRF7 gegeniuber den GpG-
behandelten Pendants signifikant erhéht, wohingegen in den MLN-Zellkernextrakten
keine derartigen Tendenzen erkennbar waren. Da IRF7 als bedeutender Regulatoren
der Typ-I-IFN-Produktion und somit als wichtiges Molekul bei der
proinflammatorischen Immunantwort gegen virale Pathogene gilt (124), unterstreicht
dieses Ergebnis die Erkenntnis, dass die CpG-Behandlung im chronisch
entziindlichen Milieu proinflammatorische Effekte beziglich der Genaktivierung

gewebeabhéngig in den LPL-Zellen anstof3t.
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5.5 Vergleich der Effekte der CpG-vermittelten TLR9-Stimulation

im gesunden und chronisch entziindlichen Milieu

Literaturdaten belegen, dass eine CpG-vermittelte TLR9-Aktivierung im gesunden
Milieu einen ausgepragt antiinflammatorischen Effekt auf eine im spéateren Verlauf
induzierte Colitis ansto3t (179, 182), im entzindlichen Milieu hingegen zu deutlich
proinflammatorischen Effekten mit erhdhter Sekretion proinflammatorisch wirkender
Zytokine wie IL-6 und IFN-y fGhrt (179, 181, 182).

Entsprechend zeigte sich in der hier vorliegenden Arbeit, dass unter CpG-
Behandlung im entziindlichen Milieu der DSS-induzierten Colitis in den MLN-Zellen
das proinflammatorische IL-6-Gen signifikant starker exprimiert wurde als unter CpG-
Behandlung im gesunden Milieu. Passend dazu war die Zellmenge an aktiviertem
NF-kB in den MLN-Gesamtzelllysaten unter CpG-Behandlung im Zustand der
chronischen DSS-induzierten Colitis deutlich hoher als unter CpG-Behandlung im

gesunden Zustand.

Im Hinblick auf die GSK3-B war darlUber hinaus erkennbar, dass es unter CpG-
Behandlung im chronisch entzindlichen Milieu der DSS-Colitis zu einem
signifikanten Uberwiegen der unphosphorylierten GSK3-B-Form verglichen mit der
CpG-Behandlung im gesunden Milieu kam. Anhand des parallel durchgefuhrten
Vergleichs  PBS-behandelter gesunder und chronisch  DSS-entziindeter
Versuchstiere konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei mit hoher
Wahrscheinlichkeit um CpG-spezifische Effekte handelt, da sich keine der oben

genannten Effekte unter der PBS-Kontrollbehandlung zeigte.

Ein Uberwiegen der konstitutiv aktiven GSK3-B unter CpG-Behandlung im chronisch
entziindlichen Milieu lasst gemafd den Literaturdaten eine Forderung der RelA/p65-
abhangigen Transkription von Zielgenen und eine Hemmung derjenigen von pCREB
erwarten (121, 197). Auf Ebene der DNA-Bindungsaffinitat konnten in den MLN-
Zellkernextrakten jedoch keine Unterschiede zwischen der CpG-Behandlung
gesunder und der chronisch DSS-entziindeter Versuchstiere festgestellt werden. In
den LPL-Zellkernextrakten war die CpG-Behandlung wéhrend der chronischen DSS-
Colitis sogar mit einer signifikant niedrigeren NF-kB-DNA-Bindungsaffinitat
vergesellschaftet als die CpG-Behandlung im gesunden Zustand der Versuchs-

mause. Dennoch kam es in den LPL-Zellkernextrakten unter CpG-Behandlung der
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Versuchstiere im chronisch entzindlichen Milieu der DSS-Colitis zu einem
tendenziellen Absinken der pCREB/NF-kB-Transaktivierungsratio im Vergleich zur
CpG-Behandlung im gesunden Milieu. Dies spricht somit - zumindest in Tendenz - fur
ein Uberwiegen der proinflammatorischen NF-kB-Transaktivierung unter CpG-
Behandlung wahrend einer chronischen DSS-Colitis, verglichen mit der CpG-
Behandlung im gesunden Zustand. Dass die hier lediglich in Tendenz sichtbare NF-
kB-Dominanz bei der Genaktivierung keine Signifikanz erreichte, ist moglicherweise
der geringen Fallzahl von n = 5 geschuldet, kann jedoch auch Ausdruck dafir sein,
dass andere Regulatorproteine als die GSK3-B zwischen ,proinflammatorischer NF-

kB- und ,antiinflammatorischer* CREB-Dominanz vermitteln.

Auf Ebene der MLN-Gesamtzelllysate kam es unter CpG-Behandlung wéahrend der
chronischen DSS-Colitis zu einer signifikant hoheren Zellmenge an pCREB als unter
CpG-Behandlung im gesunden Zustand, wobei die Signalkaskade hierbei vermutlich
Uber die p38 MAPK verlauft. In den MLN-Zellen der CpG-behandelten chronisch
entzindeten Mause war die Gesamtzellmenge an aktivierter p38 MAPK n&mlich
ebenfalls tendenziell héher als in denjenigen der CpG-behandelten gesunden
Mause. Dies steht in Einklang mit Literaturdaten, die zeigen, dass die Aktivierung von
MAPKs wie p38 tUber MSK1 und 2 zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB fuhren kann (111, 225). Dass es sich bei den hier beschriebenen Ergebnissen
aller Wahrscheinlichkeit nach ebenfalls um CpG-spezifische Effekte handelt, zeigte
der parallel durchgefuhrten Vergleich PBS-behandelter gesunder und chronisch
DSS-entzindeter Versuchstiere. Die erhohte pCREB-Gesamtzellmenge im
Kompartiment der MLNs kann dabei als Versuch eines CpG-vermittelten Gegen-
regulationsmechanismus im chronisch entzindlichen Milieu interpretiert werden.
Dieser Gegenregulationsmechanismus scheint jedoch nicht effektiv genug zu sein,
um in den untersuchten MLN-Zellkernextrakten die pCREB-DNA-Bindungsaffinitat
und entsprechend die Expression antiinflammatorischer Zytokingene wie das IL-10-

Gen zu beeinflussen.

Die Gesamtzellmenge des Typ-I-IFN-Regulators IRF7 war unter CpG-Behandlung in
den MLN-Gesamtzelllysaten chronisch DSS-entziindeter Versuchstiere signifikant
hoher als in den MLN-Gesamtzelllysaten gesunder Tiere. Hierbei scheint es sich
ebenfalls um CpG-spezifische Effekte zu handeln, da beim Vergleich PBS-

behandelter gesunder und chronisch DSS-entzindeter Versuchstiere keine
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derartigen Effekte beobachtet werden konnten. Da IRF7 als wichtiges Molekil bei der
proinflammatorischen Immunantwort gegen virale Pathogene gilt (124), unterstreicht
dies die Erkenntnis, dass die CpG-Behandlung im gesunden und chronisch DSS-
induzierten Milieu unterschiedliche Effekte auf Transkriptionsfaktorebene auslost,
wobei die CpG-Behandlung im chronisch entziindlichen Milieu hierbei eher eine

proinflammatorische Wirkung zeigt.

Dem proinflammatorischen Potential der CpG-Behandlung scheint im chronisch
entziindlichen Milieu jedoch eine Grenze gesetzt zu sein. Denn wahrend sich fir das
IRF1-, IRF4-, IRF5- und IRF7-Gen unter CpG-Behandlung in den gesunden Tieren in
Tendenz noch ein Induktionseffekt im Vergleich zur PBS-Kontrollbehandlung zeigte,
war die IRF-Genexpression in den chronisch DSS-entziindeten Tieren mittels CpG-

Behandlung im Vergleich zur PBS-Kontrollbehandlung nicht mehr induzierbar.
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6 Zusammenfassung

Das Hauptaugenmerk der hier vorliegenden Arbeit lag auf dem Vergleich der TLR9-
abhangigen Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in intestinalen Immunzellen unter

gesunden und chronisch entztindlichen Bedingungen.

In einem ersten Schritt konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust der intakten
TLR9-Signaltransduktion im gesunden Milieu zu deutlich proinflammatorischen
Effekten mit einer erhdhten Zell- und Kernmenge an aktiviertem NF-kB (p65) sowie
mit einer erniedrigten DNA-Bindungskapazitat des antiinflammatorisch wirkenden
pPCREB in den Milz- und MLN-Isolaten fuhrte. Der Verlust eines intakten TLR9 fuhrte
in den Milz- und MLN-Isolaten jedoch auch zu - méglicherweise kompensatorischen -

antiinflammatorischen Effekten mit einer verstarkten IL-10-Genexpression.

Im nachsten Schritt konnte gezeigt werden, dass die CpG-vermittelte TLRO-
Stimulation im gesunden Milieu gewebeabhé&ngig unterschiedliche Effekte auslost.
Unter CpG-Stimulation im gesunden Milieu kam es dabei in den LPL-Isolaten auf
Ebene der DNA-Bindungsaffinitat zu einem Uberwiegen der antiinflammatorischen
CREB- gegenuber der proinflammatorischen NF-kB-Transaktivierung und einer
Erniedrigung der proinflammatorischen IRF7-Transaktivierung. In den MLN-Isolaten
zeigten sich auf Ebene der DNA-Bindungsaffinitat hingegen keine derartigen CpG-
Effekte, jedoch war die Zellmenge sowohl an aktiviertem NF-kB (p65) als auch an
aktiviertem CREB unter CpG-Behandlung im gesunden Milieu verringert. Aul3erdem
fuhrte die gezielte CpG-vermittelte TLR9-Aktivierung in den MLN-Zellen zu einer
verstarkten Expression des proinflammatorischen IRF5-Gens.

Beim Vergleich gesunder und chronisch DSS-entziindeter Versuchstiere konnte
nachgewiesen werden, dass die Transaktivierung von pCREB im chronisch
entziindlichen Milieu sowohl in den MLN- als auch in den LPL-Zellkernextrakten
wesentlich starker ausgepragt war als die Transaktivierung von NF-kB. Dieses
Uberwiegen der antiinflammatorischen pCREB-Transaktivierung im chronisch
entziindlichen Milieu der DSS-Colitis gegenuber dem gesunden Milieu ist dabei
moglicherweise durch ein Uberwiegen der inaktiven GSK3-B-Form im GSK3-
B/pGSK3-B-Gleichgewicht vermittelt. Fur das proinflammatorische IRF7 waren die
Milieu-bedingten Effekte gewebeabhangig: Die IRF7-DNA-Bindungsaffinitdt war in

den LPL-Isolaten chronisch DSS-entziindeter Versuchstiere signifikant geringer als in
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den gesunder Versuchstiere, wobei sich derartige Effekte in den MLN-
Zellkernextrakten nicht zeigten. In den MLN-Zellen chronisch erkrankter Mause war
im Gegensatz dazu die IRF7-Zellmenge und der IRF7-mRNA-Gehalt signifikant

hoher als in den MLN-Zellen gesunder Tiere.

Analog zu den Untersuchungen im gesunden Milieu wurde auch im entzindlichen
Milieu der chronischen DSS-Colitis der Effekt einer CpG-induzierten TLR9-
Aktivierung herausgearbeitet. In den LPL-Isolaten kam es dabei unter CpG-
Behandlung wahrend einer chronischen DSS-Colitis zu einer tendenziellen
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen CREB- und NF-kB-Transaktivierung in
Richtung der proinflammatorischen NF-kB-Transaktivierung. Auch die DNA-
Bindungsaffinitat des antiviral wirkenden Typ-I-IFN-Induktors IRF7 war in den LPL-
Isolaten unter CpG-Stimulation in chronisch DSS-entziindeten Mausen erhdht. In den
MLN-Zellkernextrakten wurden derartige Effekte auf DNA-Bindungsebene nicht
sichtbar. Die pNF-kB-Zellmenge war in den MLN-Gesamtzelllysaten jedoch unter
CpG-Behandlung erhdhte. Die CpG-Behandlung wahrend einer chronischen DSS-

Colitis fihrte somit zu deutlich proinflammatorischen Effekten.

Der abschlieRende Vergleich der CpG-Behandlung chronisch DSS-entziindeter und
gesunder Versuchstiere bestétigte, dass die CpG-Behandlung wahrend einer
chronischen DSS-Colitis mit einem Uberwiegen der proinflammatorischen
Immunantwort assoziiert war. In den LPL-Isolaten zeigte sich unter CpG-Behandlung
wahrend einer chronischen DSS-Colitis ein tendenzielles Uberwiegen der
proinflammatorischen NF-kB- gegeniber der antiinflammatorischen CREB-
Transaktivierung. In den MLN-Zellen zeigte sich dartber hinaus unter CpG-
Stimulation im chronisch entzindlichen Milieu die Zellmenge an proinflammatorisch
wirkendem IRF7 und pNF-kB deutlich erhdéht und das proinflammatorische IL-6-Gen
auf mRNA-Ebene signifikant starker exprimiert. In den MLN-Zellen kam es unter
CpG-Behandlung wahrend der chronischen DSS-Colitis jedoch anderereits auch zu
einer signifikant erhéhten pCREB-Zellmenge, wobei die Signalkaskade hierbei
vermutlich Uber die p38 MAPK verlauft und als antinflammatorischer

Gegenregulationsmechanismus interpretiert werden kann.
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In der folgenden Tabelle werden abschlieRend alle in der hier vorliegenden Arbeit

gewonnen Ergebnissen aufgefuhrt:

wt vs. TLR9-/- CpG vs. PBS/GpG | cDSS-Colitis vs. | CpG vs. PBS/GpG | CpG (cDSS-Colitis)
(gesund) gesund (cDSS-Colitis) vs. CpG (gesund)
Molekul Analysemethode] Milz [ MLN | LPL § Milz | MLN | LPL | Milz | MLN | LPL | Milz | MLN | LPL § Milz | MLN | LPL
IL-6 gRT-PCR (MRNA) | «— | < PN o PN 1
TNF gRT-PCR (mRNA) | « | &
IFN-y gRT-PCR (MRNA) | <« | < — — - —
IL-10 gRT-PCR (MRNA) | 1 | 1 - - - TN
pCREB TransAM-Assay (ZK)f | l - < | M 0 1 - - - >
Western Blot (ZK) > > —
Western Blot (ZK) — i | i — 1
NF-kB (p65) |TransAM-Assay ZK)|] < | < | < < | PN 1 PN 1 PN !
pNF-kB (p65) | Western Blot (ZK) | <> ) >
Western Blot (GZ) 1 i | i 1 1
pPCREB / NF-kB |TransAM-Assay (ZK) < | M 0 1 o ] o |ol]
IRF1 gRT-PCR (MRNA) | « | < PN PN PN PN
Western Blot (ZK) § <« 1 >
IRF3 Western Blot (ZK) | < | <
IRF4 gRT-PCR (MRNA) | « | & PN PN PN PN
Western Blot (ZK) | <« >
IRF5 gRT-PCR (MRNA) | « | < 1 VN PEN PN
Western Blot (ZK) § <« >
IRF7 gRT-PCR (MRNA) | « | 1 PN 0 PN PN
TransAM-Assay (ZK) — ! > l > i — —
Western Blot (ZK) > > >
Western Blot (GZ) l i — 1
p-p38 MAPK Western Blot (GZ) | <« | < 1 PN ! PN
PErk1/2 (p44/42) | Western Blot (GZ) | « | <>
pAkt Western Blot (GZ) | <« — - — l —
Gesamt-GSK3- | Western Blot (GZ) l PN l 1
pGSK3-B Western Blot (GZ) l 1 - 1

> = kein signifikanter Unterschied
< [ |=tendenziell erniedrigt

1 = signifikat erhoht
(1) = unspezifisch signifikant erhoht

| = signifikant erniedrigt

Abbildung 6: Tabellarische Darstellung der in der hier vorliegenden Arbeit
gewonnenen Ergebnisse.
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7 Ausblick

Die Zahl der Transkriptionsfaktoren sowie der Signal- und Effektormolekile, die
einerseits zur Aufrechterhaltung einer schitzenden intestinalen Immuntoleranz und
andererseits zur Induktion und Chronifizierung eines intestinalen Entzindungs-
geschehens im Rahmen der TLR9-Signaltransduktion in intestinalen Immunzellen
unter gesunden und chronisch entzindlichen Bedingungen aktiviert werden, ist grof3
und dementsprechend kénnen bereits jeweils geringste Anderungen auf Ebene eines
einzelnen Signal- oder Effektormolekils in der Summe zu einem gesunden oder

einem chronisch entziindlichen Phanotyp fuhren.

Die Untersuchung der TLR9- und Milieu-abhangigen Aktivierung der beiden
Transkriptionsfaktoren NF-kB und CREB scheint dabei vielversprechend zu sein und
sollte in weiterfihrenden Untersuchungen mit einer gréReren Fallzahl fokussiert
werden. Eine Untersuchung weiterer Upstream-Signalmolekiile in der zur NF-kB- und
CREB-Aktivierung fiihrenden TLR9-Signalkaskade sowie des IKK-Komplex inklusive
des Molekdlls IkB kdnnte dazu beitragen, die Milieu-abhangige Modifikation der CpG-
vermittelten NF-kB- und CREB-Aktivierung detaillierter zu beleuchten und einen
weiteren Schritt bei der Aufklarung der Milieu-abhangigen dichotomen CpG-Effekte
zu machen. In weiterflhrenden Analysen empfiehlt es sich, auch das
proinflammatorisch wirkende IL-6 und das antiinflammatorisch wirkende IL-10 mit
einzubeziehen. Hierflr sollten die bereits im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Analysen auf Ebene der Expression der IL-6- und IL-10-Gene durch weitergehende
Untersuchungen, welche auch funktionelle Assays zur Bestimmung der

Zytokinproduktion beinhalten, vervollstandigt und korreliert werden.

In der hier vorliegenden Arbeit konnten des Weiteren auch Hinweise dafiir gewonnen
werden, dass die Transkriptionsfaktoren und Signal- und Effektormolekile je nach
untersuchtem Gewebekompartiment oder Zelltyp differenziert reguliert werden. Im
Rahmen dieser Dissertation wurden lediglich Isolate aus der Milz, den mesenterialen
Lymphknoten und der Lamina propria gewonnen, welche sich jeweils aus einem
breiten Spektrum an verschiedenen ortsstandigen Zelltypen zusammensetzten. Um
diese gewebeabhangigen Effekte genauer eingrenzen zu koénnen, sollten in

weiterfihrenden Untersuchungen die jeweiligen Gewebeisolate in ihre einzelnen
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Zellpopulationen subklassifiziert werden und entsprechende Untersuchungen dann

an einzelnen Immunzellpopulationen im Vergleich durchgefuhrt werden.

Die Untersuchungen in der hier vorliegenden Arbeit wurden auf3erdem allesamt am
Mausmodell der chronischen DSS-induzierten Colitis gemacht, welches als THj-
dominiertes Tiermodell phanotypisch am ehesten der Histopathologie des Morbus
Crohn gleicht (161). Weiterfihrende Analysen sollten in analoger Weise auch an
anderen Colitis-Modellen durchgeftihrt werden, wie zum Beispiel am Tiermodell der
Oxazolon-induzierten Colitis, welches phanotypisch eher dem Entzindungsmuster
der Colitis ulcerosa gleicht (161). Weiterhin sollten die Untersuchungen nicht nur an
Tiermodellen der induzierten Colitis erfolgen, sondern es sollten auch Tiermodelle
der spontanen Colitis Anwendung finden, wie beispielsweise das IL-10-defiziente
Mausmodell (175, 176).

Zusammenfassend zeigt die hier vorliegende Arbeit, dass die Transkriptionsfaktoren
CREB und insbesondere NF-kB eine zentrale Rolle innerhalb der Milieu-abhéngigen
Modifikation der TLR9-Signaltransduktion spielen. Die CpG-Motive bakterieller und
viral DNA scheinen wahrend einer chronischen Colitis TLR9-vermittelt den
proinflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-kB Zu aktivieren und
dementsprechend entziindungsfordernde Effekte anzustoRen. Eine Blockade der
TLR9-Signaltransduktion kénnte demzufolge mdglicherweise diese NF-kB-
vermittelten proinflammatorischen Effekte unterbinden, sodass man sich diesen
Sachverhalt mdglicherweise klinisch zur Behandlung von CED zu Nutzen machen
kénnte. Die tatsachlichen Folgen einer Blockade der TLR9-Signaltransduktion sind
jedoch nur schwer abzuschatzen, denn vor allem im gesunden Milieu scheint die

TLR9-Signaltransduktion wichtig fur die intestinale Immunhomoostase zu sein.
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