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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Toll-dhnliche Rezeptoren: Schliisselelemente der primiiren Immunantwort

Infektiose Mikroorganismen reprisentieren eine konstante Bedrohung fiir alle Mehrzeller.
Die Entwicklung eines wirksamen Verteidigungsmechanismus, der unmittelbar nach der
Mikrobeninvasion aktiviert wird, bildete deshalb eine entscheidende Grundlage fiir die
Evolution von Metazoen. Eine bemerkenswerte Eigenschaft dieses sogenannten priméren
Immunsystems besteht darin, ein breites Sprektrum an infektiosen Mikroorganismen zu
erkennen und gleichzeitig zwischen Wirtszellen und Pathogenen differenzieren zu
konnen. Das Prinzip der primdren Immunantwort beruht auf der Fahigkeit von
Mustererkennungsrezeptoren  (engl.:  Pattern-recognition receptors; PRRs), die
hochkonservierten molekularen Strukturen mikrobieller Produkte spezifisch zu detektieren
(Aderem & Ulevitch, 2000; Akira et al., 2001; Underhill & Ozinsky, 2002). Ein
entscheidender Beitrag zum Verstdndnis der Pathogenerkennung leistete die erst kiirzliche
Entdeckung von Toll-dhnlichen Rezeptoren (engl.: Toll-like receptors; TLRs), die in
Sdugetieren als PRRs fungieren (Medzhitov et al., 1997). Toll-dhnliche Rezeptoren
zeigen, wie ihr Name bereits vermuten 146, eine groBe Homologie zum Rezeptor Toll, der
in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster wihrend der Embryogenese fiir die
Etablierung der dorso-ventralen Achse verantwortlich ist und auflerdem in der
Immunantwort der ausgewachsenen Fliege eine Rolle spielt (Lemaitre et al., 1996). Bis
zum jetzigen Zeitpunkt sind zehn Mitglieder dieser Familie der Muster-
erkennungsrezeptoren in Sdugetieren identifiziert worden (TLRs 1-10). Ausgehend von
Gendatenbankrecherchen  konnen  aber noch  weitere, bisher  unbekannte

Familienmitglieder angenommen werden (Akira et al., 2001). Fiir einige TLRs wurden
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stimulierende Liganden identifiziert, die die Spezifitit der einzelnen Rezeptoren in der

Erkennung mikrobieller Produkte unterstreicht (Abb. 1).

Lipoproteine
Peptidoglykan (PGN) Lipopolysaccharid (LPS)
Lipoarabinomannan Lipid A
Zymosan dsRNA Hsp60 Flagellin CpG DNA
.
TLR2 TLR3 TLR4 TLRS TLRY
1 0 0

Abb. 1: Einige Toll-dhnliche Rezeptoren und ihre Liganden

TLR2 erkennt ein breites Ligandensprektrum, vor allem aber Zellwandbestandteile von Gram-positiven
Bakterien und Hefe (Zymosan). TLR3 ist aufgrund der Erkennung doppelstringiger RNA (dsRNA)
vermutlich in die Immunantwort bei manchen viralen Infektionen involviert. TLR4 ist essentiell fiir die
Erkennung von Gram-negativen Liganden, wie beispielsweise LPS und wird auflerdem durch das
Hitzeschockprotein Hsp60, das unter StreBbedingungen von den Wirtszellen selbst produziert wird,
aktiviert. TLR4 assoziiert zur Signalweiterleitung mit dem Protein MD2. TLRS wird spezifisch in
Gegenwart von Flagellin, einem in der Geiflel von Bakterien vorkommenden Protein, aktiviert. TLR9
erkennt keine bakteriellen Zellwandbestandteile, sondern wird von unmethylierter CpG-DNA aktiviert.
Unmethylierte CpG Motive treten in grofer Héufigkeit im Bakteriengenom, aber nur selten in
Siugetiergenomen auf. Die dargestellte Auflistung zeigt nur die wichtigsten Liganden und erhebt keinen

Anspruch auf Vollstindigkeit.
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Das Repertoire an TLR Liganden nimmt stetig zu (Einige Beispiele fiir die Identifizierung
neuer Liganden sind in folgenden Literaturstellen aufgefiihrt: Hemmi et al., 2000; Hayashi
et al., 2001; Hemmi et al., 2002). Zusédtzlich sind die molekularen und strukturellen
Grundlagen der Interaktion der Rezeptoren mit den bereits identifizierten Liganden in den
meisten Féllen noch vollkommen ungeklért. Der Toll-d4hnliche Rezeptor 2 (TLR2) wurde
in den letzten Jahren bereits intensiver studiert. Dieser Rezeptor kann durch ein
auBBerordentlich breites Spektrum an infektiosen Pathogenen und deren biochemischen
Produkten aktiviert werden (Aderem & Ulevitch, 2000; Akira et al., 2001). Neben
Zellwandbestandteilen von Hefen und Gram-positiven Bakterien, wie beispielsweise
Peptidoglykane (PGN) (Schwandner et al., 1999) und Lipoproteine (Brighthill et al.,
1999), erkennt TLR2 auch bestimmte strukturelle Lipopolysaccharid-Varianten (Werts et
al., 2001) und den Lipid-Anker des Parasiten Trypanosoma cruzi (Campos et al., 2001).
Das breite Ligandenspektrum unterstreicht die Bedeutung von TLR2 fiir die Induktion der
primiren Immunantwort im Sdugetierorganismus.

Eine wesentliche Grundlage fiir eine durch Toll-dhnliche Rezeptoren vermittelte
Immunantwort stellt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (engl.: nuclear
factor-kB) und die hieraus resultierende Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
dar (Medzhitov & Janeway, 2000; Aderem & Ulevitch, 2000). Im inaktivierten Zustand ist
NF-xB durch Assoziation an die inhibitorischen IxkB Proteine, die die
Kernlokalisationssequenz maskieren, im Zytoplasma lokalisiert. Bei Stimulierung der
Zellen werden die IxBs phosphoryliert, ubiquitiniert und degradiert, was in einer
nukledren Translokation des Transkriptionsfaktors und der anschlieBenden Transkription
von NF-kB Zielgenen resultiert (Baeuerle, 1998). ,,NF-kB” ist im Prinzip ein kollektiver
Begriff fiir strukturell verwandte, homo- oder heterodimere Transkriptionsfaktoren, die
zur Familie der Rel Proteine gehdren (Baldwin, 1996). Jedes Mitglied dieser Familie weist
ein nukledres Lokalisationssignal und eine konservierte Amino-terminale Region, die
sogenannte Rel-Homologie Doméne (RHD) auf, die die DNA-Bindedomine und die

Dimerisierungsdoméne umfasst. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden in Sdugetieren finf
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Mitglieder der NF-kB-Familie identifiziert: RelA (auch als p65 bezeichnet), c-Rel, RelB,
NF-«kB1 (p50/p105) und NF-kB2 (p52/p100) (Mercurio & Manning, 1999). Wihrend
RelA, c-Rel und RelB nach der Translation bereits in transkriptionsaktiver Form
vorliegen, werden NF-«kB1 und NF-«B2 als lange Vorlduferproteine synthetisiert (p105
und p100), die in Folge posttranslationaler Modifikation zu kiirzeren transkriptionsaktiven
Proteinen (pS0 und p52) umgewandelt werden. Im Nachfolgenden wird mit der
Bezeichnung ,,NF-kB*“ das klassische NF-kB Dimer bestehend aus RelA und NF-xB1
(p65/p50) gemeint sein.

Toll-dhnliche Rezeptoren sind Typ-1 Transmembranproteine bestehend aus einer
extrazelluldren Leucin-reichen Doméne und einer zytoplasmatischen Doméne, die eine
grofle Sequenzhomologie zum Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R) aufweist (Medzhitov &
Janeway, 2000). Aufgrund dieser sogenannten TIR (engl.: Toll/IL-1R homology) Doméne
wurde bisher angenommen, da TLRs und der IL-1R nach Stimulation &hnliche
intrazelluldre Signalwege zur Einleitung der Immunantwort durch Aktivierung von NF-xB
induzieren (Abb. 2). Die von TIR Dominen vermittelte Aktivierung von NF-xB wird
durch die Rekrutierung des zytoplasmatischen Adaptormolekiils MyD88 (engl.: myeloid
differentiation factor 88) gewdhrleistet. MyD88 schafft so eine Verbindung der
Rezeptoren mit einer Signalkaskade bestehend aus der Serin/Threonin Kinase IRAK
(engl.: IL-1R-associated kinase), dem Adaptormolekiil TRAF6 (engl.: tumor necrosis
factor receptor-associated factor 6) und den IkB Kinasen (IKKs), die ultimativ in der
Phosphorylierung und Degradierung von IkB resultiert (Medzhitov & Janeway, 2000,
Karin & Lin, 2002). Neueste Studien zeigen jedoch, dall neben der kB Degradierung zur
Aktivierung der NF-kB-abhéngigen Gentranskription zusétzliche biochemische
Ereignisse, wie beispielsweise die Phosphorylierung der NF-kB Untereinheit p65/RelA im
Transkriptionskomplex, bendtigt werden. Die Induktion dieser Ereignisse erfolgt

vermutlich durch andere Signalwege, die entweder direkt vom aktivierten Rezeptor
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Abb. 2: Der IL-1R/TLR Signalweg zur Aktivierung von NF-kB

Die aktivierten Rezeptoren assoziieren mit dem Adaptormolekiill MyD88 durch homophile Interaktion ihrer
TIR Dominen. Neben der TIR Doméne besitzt MyD88 auch eine sogenannte ,,Death Domain®, die die
Assoziation mit der Serin/Threonin Kinase IRAK erlaubt. Folglich wird TRAF6, ein weiteres
Adaptormolekiil rekrutiert, das den IKK Komplex aktiviert. Dieser induziert die Phosphorylierung von IkB,
das daraufhin degradiert werden kann. Die IkB Degradierung fiihrt zur Freisetzung und zur nukleédren
Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB. Die NF-kB-abhdngige Transkription resultiert in der

Produktion proinflammatorischer Zytokine.
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oder auf einer anderen Ebene des konischen IKK-Signalweges abzweigen und unabhéngig
von der IkB Degradierung stattfinden (Sizemore et al., 1999). Hieraus ist zu schliefen,
daB nicht nur ein zur Aktivierung von NF-kB erforderlicher Signaltransduktionsweg
existiert (wie unter Abb. 2), sondern dafl die Kooperation mehrerer unterschiedlicher
Kaskaden ein womoglich viel komplexeres Bild fiir eine effiziente NF-kB-abhidngige
Gentranskription ergibt.

Auflerdem gibt es in zunehmendem MaBle Anhaltspunkte dafiir, daB TLR2 neben
der Aktivierung von NF-kB, die im allgemeinen anti-apoptotisch wirkt, auch pro-
apoptotische Signale induzieren kann. Bei Apoptose, die auch als programmierter Zelltod
bezeichnet wird, handelt es sich im Gegensatz zur Nekrose um einen kontrolliert
ablaufenden ProzeB, der in verschiedene Stadien unterteilt werden kann (Cohen, 1993).
Zellschrumpfungen und Verdnderungen der Plasmamembran, wie z.B. Storungen der
Phospholipidasymmetrie oder die Formation von Membranausstiilpungen (Membran-
Blebbing), sind charakteristisch fiir das apoptotische Friithstadium. Die fiir apoptotische
Zellen typische DNA-Fragmentierung setzt dagegen zu einem spiteren Zeitpunkt ein.
Apoptose in TLR2-exprimierenden Zellen konnte nach Stimulierung von TLR2 mit
bakteriellen Lipoproteinen beobachtet werden (Aliprantis et al., 1999: Aliprantis et al.,
2000). Andere Beispiele, bei denen pro- und anti-apoptotische Signalantworten nach
Stimulation von demselben Protein ausgehen, sind der TNFa-Rezeptor (TNFR) in
Sdugetieren und das Imd Protein (engl.: Immune deficiency), das fiir die antibakterielle
Wirtsverteidigung in Drosophila verantwortlich ist. Bestimmte Parallelen in diesen
Kaskaden lassen auf eine evolutiondr konservierte, duale Signalfunktion in der
Immunantwort schlieBen. Der zugrundeliegende Mechanismus, der die Balance zwischen
pro-und anti-apoptotischen Signalen reguliert, ist bisher in allen drei erwéhnten
Signalwegen allerdings vollkommen unklar. Im Fall von TLR2 wird die Moglichkeit zur
Induktion apoptotischer Signale zumindest auf struktureller Ebene durch das
Vorhandensein eines sogenannten “Death Domain” Moduls in dem Adaptormolekiil

MyD88 und der Serin/Threonin Kinase IRAK geschaffen. Dieses spezifische Modul ist in
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der Lage, den Rezeptor nach Stimulation mit der Aktivierung von Caspasen in

Verbindung zu bringen.

1.1.2 Rho GTPasen: Multiple zellulire Regulatoren

Die Rho GTPasen bilden eine Untergruppe der Ras Superfamilie von kleinen GTPasen
(Lacal & McCormick, 1993). Bisher sind 14 verschiedene Rho GTPasen beschrieben
worden (Rac1-3; Cdc42; TC10; RhoA-E, G, H und Rnd1,2), wobei die Familienmitglieder
Racl, Cdc42 und RhoA am besten charakterisiert sind. Diese GTPasen regulieren ein
breites Spektrum zelluldrer Funktionen, wie beispielsweise die Reorganisation des
Zytoskeletts, Gentranskription, Zell- und Tumorwachstum sowie Apoptose (Bishop &
Hall, 2000). Beispielsweise sind Rho GTPasen in die von den Rezeptoren IL-1R und
TNFR induzierte Gentranskription und Polymerisation von Aktinfilamenten involviert
(Puls et al., 1999, Wojciak-Stothard et al., 1998, Singh et al., 1999, Dreikhausen et al.,
2001). Der Einflul von Rac, Rho und Cdc42 auf stimulusabhingige Verdnderungen des
Aktin-Zytoskeletts, der die Grundlage vieler dynamischer Prozesse wie z.B. Chemotaxis
und Phagozytose bildet, stellt eine Hauptfunktion der Rho GTPasen dar. Insgesamt
ermdglicht die spezifische Interaktion aktivierter GTPasen mit unterschiedlichen
zelluldren Downstreamtargets die Ausbildung eines kooperativen Signalnetzwerkes, das
die Kontrolle komplexer biologischer Prozesse auf unterschiedlichen Ebenen erlaubt.
Trotz ihrer vielfdltigen zelluliren Funktionen ist die Enzymologie von Rho
GTPasen relativ einfach: Sie binden und hydrolysieren Guanin-Nukleotide. Der
Austausch von hydrolysiertem GDP durch GTP resultiert in einer Konformations-
dnderung der GTPasen, die die Bindung an spezifische Zielproteine, die sogenannten
Effektoren erlaubt. Dieser Mechanismus ermdoglicht den Rho GTPasen, zwischen einer

biochemisch aktiven, GTP-gebundenen wund einer inaktiven, GDP-gebundenen



Einleitung 8

Konformation zu zyklisieren (Lacal & McCormick, 1993; Symons & Settleman, 2000).
Der Austausch von GDP zu GTP wird von Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (engl.:
guanine nucleotide exchange factors, GEFs) katalysiert, indem diese die Freisetzung von
GDP erleichtern und die nukleotid-freie Form der GTPase transient stabilisieren. Auf der
anderen Seite fordern sogenannte GTPase-aktivierende Proteine (engl.: GTPase-activating
proteins, GAPs) die GTP-Hydrolyseaktivitit von Rho Proteinen und fithren somit zu einer
raschen Umwandlung in die inaktive, GDP-gebundene Form (Abb. 3). Aufgrund dieses
empfindlich regulierten Mechanismus sind Rho GTPasen im Sinne ,,molekularer Schalter*
in der Lage, in Gegenwart extrazelluldrer Stimuli spezifische Signalantworten gezielt

einzuleiten.

GTPasen: Molekulare Schalter

GEFs

N

Biochemisch inaktive Biochemisch aktive
GDP-gebundene GTP-gebundene
GTPase GTPase

~_ 7

GAPs

Abb. 3: Das Prinzip der Regulation von Rho GTPasen.

(GEFs = guanine nucleotide exchange factors, GAPs = GTPase-activating proteins)
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1.2 Zielsetzung

Trotz der groBen Bedeutung der evolutiondr hochkonservierten Toll-dhnlichen Rezeptoren
(TLRs) fiir die primidre Immunantwort sind die durch bakterielle Stimulation spezifisch
initiierten und zur Immunreaktion fiihrenden Signalwege immer noch weitgehend unklar.
In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Rolle von Rho GTPasen, die generell als
Regulatoren verschiedener zelluldrer Prozesse fungieren, in der vom Toll-dhnlichen

Rezeptor 2 (TLR2) induzierten Signalantwort untersucht werden.

Im Einzelnen hatte die Arbeit folgende Ziele:

Charakterisierung der von TLR2-induzierten NF-kB Aktivierung durch Racl

e Identifizierung des Austauschfaktors (GEF), der die transiente Racl Aktivierung nach
bakterieller Stimulation von TLR2 induziert

e Analyse des Einflusses der von Racl kontrollierten Signalkaskade auf die
Degradierung von IxkBa und das DNA-Bindevermdgen von NF-xB

e FEtablierung eines experimentellen Systems, das eine Untersuchung der

Transaktivierung der NF-kB-Untereinheit p65 erlaubt

Charakterisierung der Funktion von RhoA in der von TLR2-induzierten Signalantwort

e Nachweis einer transienten Aktivierung von RhoA, die spezifisch nach bakterieller
Stimulation von TLR2 eingeleitet wird

e Analyse des Einflusses von RhoA auf die Aktivierung von NF-xB

e Detaillierte Charakterisierung der Regulation der NF-kB Aktivierung durch RhoA
(Untersuchung des Einflusses der GTPase auf die IkBa Degradierung und die
Transaktivierung von p65)

e Identifizierung eines potentiellen Downstreamtargets von RhoA im NF-kB-

Aktivierungssignalweg



Einleitung 10

e Untersuchung einer mdglichen biochemischen Verkniipfung zwischen dem von Racl
kontrollierten Signalweg mit der Rho-Kaskade hinsichtlich der von TLR2 induzierten
NF-kB Aktivierung

e Visualisierung und Charakterisierung der im Zuge bakterieller Stimulation von TLR2
auftretenden morphologischen Membranverdnderungen

e Analyse des Einflusses von RhoA auf die morphologischen Verdnderungen

e Identifizierung einer flir die morphologischen Verdnderungen verantwortlichen

Signalkaskade
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2. Verwendete Materialien

Materialien fiir die Zellkultur

Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium (DMEM) mit niedrigem Glukosegehalt
(Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)

FuGENE (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)

G418 (Geneticin) (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)
HEPES-Puffer (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)
Hitzeinaktiviertes fotales Kailberserum (FBS) (Gibco BRL Lifetechnologies,
Gaithersburg, USA)

L-Glutamin (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)
LipofectAMINE/PLUS-Reagenz (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg,
USA)

Penicillin (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)

Puromycin (Sigma, St. Louis, USA)

RPMI (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)

Streptomycin (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)

Trypsin/EDTA (0,05% Losung) (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg,
USA)

Zellinien und Kultivierung

Als Modellzellinie dienten humane embryonale Nierenzellen (293 Zellen), die stabil
mit TLR2 transfiziert waren (Yang et al., 1998). Die 293-TLR2 Zellen wurden in
DMEM mit niedrigem Glukosegehalt kultiviert, das mit 10% hitzeinaktiviertem FBS,
10 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pM)

supplementiert war. Zusétzlich wurde dem Medium bei jeder Subkultivierung

Puromycin (1 pg/ml) frisch beigefiigt, um eine Selektion der TLR2-exprimierenden

Zellen zu gewihrleisten.
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e Bei THP1-CD14 Zellen handelt es sich um menschliche Monozyten, die stabil mit

CD14 transfiziert wurden (Schiff et al., 1997) und als Suspensionszellen in Kultur

gehalten werden konnen. TLR2 wird in THP-1 Zellen natiirlicherweise exprimiert. Als

Zellkulturmedium wurde RPMI verwendet, das mit 10% hitzeinaktiviertem FBS, 10
mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pM)

supplementiert war. Das Antibiotikum G418 (50 mg/ml) diente als Selektionsmarker
fiir CD14.

Mikrobiologisches Material zur biochemischen Stimulation der Toll-Rezeptoren

HKSA (hitzeinaktivierte Kultur von Staphylococcus aureus) (bereitgestellt von Dr.
C. Fearns, TSRI, La Jolla, USA)

MALP-2 (2 kDa groles Makrophagen-aktivierendes Protein, das aus der Zellwand
von Mycoplasma fermentans isoliert wurde) (bereitgestellt von Dr. P. Miihlradt,

Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung, Braunschweig, Deutschland)

Verwendete biochemische Inhibitoren

CAPE (Calbiochem, La Jolla, USA)

LY294002 (Alexis Corperation, San Diego, USA)

Mpyristoyliertes Pseudosubstrat von PKCzeta (Biosource International, Camarillo,
USA)

Piceatannol (Calbiochem, La Jolla, USA)

Ro318220 (Calbiochem, La Jolla, USA)

Rottlerin (Calbiochem, La Jolla, USA)

Wortmannin (Alexis Corperation, San Diego, USA)

Y27632 (Calbiochem, La Jolla, USA)
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Materialien fiir Immunprézipitation und Immunoblotting

Protein G-Sepharose (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Protein A-Agarose (Sigma, St. Louis, USA)
Glutathion-Agarose Beads (Pharmacia, Uppsala, Schweden)

Enhanced chemiluminescence (ECL) Western Blotting system (Pierce, Rockford,

USA)

Antikorper

O

O

Anti-GFP (polyklonal, aus Kaninchen) (Molecular Probes, Eugene, USA)
Anti-IkBa (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA)

Anti-Kaninchen-IgG (Peroxidase-konjugiert, polyklonal, aus Ziege) (Southern
Biotechnology, Birmingham, USA)

Anti-Maus-IgG  (Peroxidase-konjugiert, monoklonal, aus Ziege) (Southern
Biotechnology, Birmingham, USA)

Anti-Myc (monoklonal, aus Maus) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)
Anti-Myc (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA)

Anti-PKC Sampler Kit (Transduction Laboratories, San Diego, USA)
Anti-PKCdelta (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA)

Anti-PKCzeta (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA)

Anti-Racl (monoklonal, aus Maus) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA)
Anti-RhoA (monoklonal, aus Maus) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA)

Anti-RhoA (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA)
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Anti-ROCK-1 (H-85) (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA)

Anti-TLR2 (polyklonal, aus Kaninchen) (Genentech, San Francisco, USA)
Anti-Vavl (C-14) (polyklonal, aus Kaninchen) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA)

Anti-Vavl (monoklonal, aus Maus) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA)

Molekularbiologische Materialien

e Endo-free plasmid DNA Maxi Kit (Qiagen, Valencia, USA)

RNAzol™ B zur Isolierung von RNA aus Gewebe und Zellkulturen (Tel-Test, INC.,

USA)

o Luziferase Reporter-Assay Kit (beinhaltet das Substrat der Luziferase und den

spezifischen Reaktionspuffer) (Promega, Madison, USA)

e 5x Lysepuffer des Luziferase Reporter-Assays (Promega, Madison, USA)

e Titan One Tube RT-PCR System (umfaBit spezifische Puffer, Salze und die reverse

Transkriptase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)
e dNTPs (Gibco BRL Lifetechnologies, Gaithersburg, USA)
e Primer (Genset Oligos, La Jolla, USA)

Expressionsvektoren

O

(@)

O

Akt dn (Akt A308 A473) (bereitgestellt von Dr. G. Bokoch, TSRI, La Jolla, USA)
Gal4 anhéngiger Luziferase Reporter (pFR-Luc) (Stratagene, La Jolla, USA)
Gal4-p65 (p65 aa 346-551)

NF-kB anhdngiger Luziferase Reporter (5x NF-kB-Luc) (Promega, Madison,
USA)

p85a dn (p85 aa 478-513) (bereitgestellt von Dr. G. Bokoch)

pcDNA3 Raclwt-EGFP

pcDNA3 RBD-EGFP (Rhotekin aa 7-89; Reid et al., 1996)
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pcDNA3 RhoAN19-EGFP

pcDNA3 RhoAwt -EGFP

pCMV6 PBD F107 (Pakl aa 67-150; Mira et al., 2000)

PEF-bos ROCK-1 dn-Myc (ROCK-1 aa 941-1388, N1036T K1037T; Amano et
al., 1999)

pFA-CMV GALA4 (Stratagene, La Jolla, USA)

pcDNA3 PKCdelta dn-HA (PKCdelta K376R; Soh et al., 1999)

pcDNA3 PKCdelta wt-HA (Soh et al., 1999)

pMT-2 PKCzeta dn (bereitgestellt von Dr. A. Hall, MRC, London, UK)

pMT-2 PKCzeta wt (Puls et al., 1997) (bereitgestellt von Dr. A. Hall, MRC,
London, UK)

pRKS5M RacIN17-Myc

pRKSM RaclV12-Myc

pRKSM Raclwt-Myc

pRKS5M RhoAL63-Myc

pRK5M RhoAN19-Myc

pRK5M RhoAwt-Myc

B-Galaktosidase Plasmid (Promega, Madison, USA)

Materialien fiir die Untersuchungen zur Apoptose

Annexin V-Biotin (Biosource International, Camarillo, USA)
Annexin V-FITC (Biosource International, Camarillo, USA)
Phalloidin Alexa 568 (Molecular Probes, Eugene, USA)
Propidiumiodid (Sigma, St. Louis, USA)
Streptavidin-TriColor (Caltag, Burlingame, USA)
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3. Methoden

3.1 RT-PCR zur Ermittlung der Expression bestimmter Gene in

verschiedenen Zellinien

RT-PCR ist die empfindlichste Technik, um die Gegenwart bzw. Abwesenheit von RNA-
Molekiilen in Geweben und Zellkulturen zu bestimmen. Ublicherweise werden zwei
verschiedene Techniken fiir die RT-PCR eingesetzt: Zwei-Schritt RT-PCR oder Ein-
Schritt RT-PCR. Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Ein-Schritt RT-PCR
wurden die Reverse Transkription (RT) (cDNA Synthese) und die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) in Gegenwart eines optimierten Puffers und der entsprechenden
Enzyme (Reverse Transkriptase und Tag DNA Polymerase) zwar nacheinander aber ohne
erneute Zugabe von Reagenzien durchgefiihrt. Im Folgenden sind die verschiedenen
Protokolle der durchgefiihrten RT-PCRs aufgezeigt. Bei jeder RT-PCR wurde 1pg der aus
den zu untersuchenden Zellen isolierten RNA eingesetzt. Alle Protokolle beginnen mit
einer 30-miniitigen Phase von 50°C, in der die jeweilige RNA zur cDNA umgeschrieben

wird (RT-Phase). AnschlieBend wird die cDNA mit Hilfe der PCR amplifiziert.

PCR-Protokolle fiur Vavl, Vav2 und Vav3:

Vavl: 94°C 60s Vav2: 94°C 60 s Vav3: 94°C 60 s
58°C 60s 52°C 60s 56°C 60s
68°C 60s 68°C 60s 68°C 60s

35 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen
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Primer fiir Vavl: Sense, 5'-GAAGGACAAACTACATCGCAGG
Antisense, 5'-CTTTGTGCTTCCCACTGCTG
Fragmentgrof3e: 605 bp

Primer fiir Vav2: Sense, 5'-GAAGTCTCACGGGAAAATGTGG
Antisense, 5'-GTATGCAGTGTAGTCGATCTCC
Fragmentgrof3e: 590 bp

Primer fiir Vav3: Sense, 5'-CTACCAGAGAAACGGACCAATG

Antisense, 5'-CAAGCTGTTGCCTGCTCTATTAC
Fragmentgrof3e: 590 bp

PCR-Protokoll fiir B-Aktin:

94°C 60s
60°C 60s
68°C_60s
25 Zyklen

Primer fiir B-Aktin: Sense, 5'-TGACGGGGTCACCCACACTCTGCCCAT
Antisense, 5'-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGAT
FragmentgrofB3e: 631 bp
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3.2 Transiente Transfektion und Durchfiihrung der Luziferase-Assays

293 Zellen wurden mit LipofectAMINE, Plus-Reagenz und den jeweiligen Plasmiden
transient transfiziert. In 6-Loch-Schalen wurde auch bei mehreren Plasmiden pro Ansatz
(Kotransfektionen) eine DNA Gesamtmenge von 2 pg nie lberschritten. Als Kontrolle
dienten jeweils Transfektionen der Expressionsvektoren ohne einklonierte Konstrukte. Die
genaue Expressionszeit wurde abhingig vom nachfolgenden Assay gewdhlt und betrug in
der Regel 20-28 h. Um quieszente Zellen zu erhalten, wurden die Kulturen vor der
Stimulation mit Bakterien fiir mindestens 3 h in Medium inkubiert, das mit 1% FBS
supplementiert war.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Luziferase-Reportergen stammt aus dem
Leuchtkifer Photinus Pyralis. Die Luziferase katalysiert die Oxidation von Luziferin zu
Oxyluziferin in Gegenwart von molekularem Sauerstoff, Mg®" und ATP. Die Reaktion
wird von einer Lichtemission der Wellenldnge 562 nm begleitet, die eine quantitative
Untersuchung der Genexpression erlaubt. Zur Durchfithrung der Reporterassays wurden
293 Zellen mit 100 ng des NF-xB abhdngigen Luziferase-Reporters (5x NF-kB-Luc)
zusammen mit der DNA des zu analysierenden Konstruktes oder mit dem entsprechenden
leeren Expressionsvektor transfiziert. Um Schwankungen der Transfektionseffizienz bei
der Bestimmung der Luziferase-Aktivitit zu vermeiden, erfolgte zusdtzlich eine
Kotransfektion mit einem zweiten Reportergen, der B-Galaktosidase. Die
Transfektionseffizienz in 293 Zellen betrug unabhéngig vom Plasmid konstant zwischen
65-80%. Nach einer dreistiindigen Inkubation in Gegenwart von 1% FBS wurden die
Zellen 4-5 h mit S. Aureus (HKSA) stimuliert. AnschlieBend erfolgte die Lyse mit einem
fiir diesen Assay spezifischen Lysepuffer. Die Zellysate wurden 1:40 mit Aqua bidest.
verdiinnt. Zur Analyse am Luminometer wurden 3 pl der Verdiinnung mit jeweils 100 pl
des Luziferase-Substrates zusammenpipettiert.

Auch in THP-1 Zellen, die generell als sehr schwer transfizierbar gelten, gelang es

uns, Luziferase-Assays durchzufiihren. Hierbei wurden die Suspensionszellen mit 50 ng
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des NF-kB abhidngigen Luziferase-Reporters und mit 100-150 ng der DNA des zu
analysierenden Konstruktes in Gegenwart von FuGENE transient transfiziert. Die
Transfektionseffizienz konnte anhand von X-Gal Férbungen auf 20-30% geschétzt
werden. Im Gegensatz zu 293 Zellen war eine Stimulationsdauer von 2 h ausreichend.
Zur Analyse am Luminometer wurden 4 pl der unverdiinnten Lysate mit jeweils 100 pl
des Luziferase-Substrates zusammenpipettiert.

Eine komplexere Form des Luziferase-Assays stellt das sogenannte Trans-
Reporting System dar. Hierbei erlaubt die Expression eines chiméren Trans-Aktivator-
Proteins das Analysieren eines Signaltransduktionsweges (Abb. 4). Um die
stimulationsabhédngige Phosphorylierung der NF-kB-Untereinheit p65 zu untersuchen,
wurde ein p65-Fragment (aa 354-551) in den pFA-CMYV Vektor kloniert. Dieser Vektor
enthdlt die DNA-Bindedoméne des aus Hefe bekannten Transkriptionsfaktors Gal4,
welche die Klonierung des Fusionsgens Gal4-p65 ermoglichte. Das zugehdrige
Reporterplasmid, pFR-Luc, beinhaltet 5 Kopien der Gal4 spezifischen Bindesequenz
,upstream® des Luziferase Promoters. Nur das phosphorylierte Fusionsprotein Gal4-p65
bindet an die Konsensussequenz und ermoglicht somit die Expression der Luziferase
(Abb. 4). Mit Hilfe dieser Methode 148t sich der Einflul3 verschiedener Konstrukte auf den
zur stimulusabhidngigen Phosphorylierung von p65 flihrenden Signaltransduktionsweg gut
untersuchen. Kommt es es beispielsweise bei Kotransfektion eines bestimmten
Konstruktes zu verminderter  Phosphorylierung, so wird die Luziferaseexpression
ebenfalls herabgesetzt, was sich am Luminometer quantitativ nachweisen ld6t. Zur
Durchfiihrung dieses spezifischen Reporterassays wurden 293-TLR2 Zellen mit 80 ng
pFR-Luc, 160 ng pGal4-p65 und der DNA des zu analysierenden Konstruktes

kotransfiziert.
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das zu analysierende Konstrukt

| Promoter GAL4 dbd | | Gal4 UAS | TATATA | Luciferase
Trans-Aktivator-Plasmid Reporter-Plasmid
Kotransfektion

Gal4 UAS | TATATA| Luciferase

Abb.4: Prinzip des Trans-Reporting Systems

1. Das Trans-Aktivator-Plasmid pGal4-p65 wird mit dem Reporterplasmid pFR-Luc und der DNA des zu
analysierenden Konstruktes kotransfiziert. 2. Das Trans-Aktivator-Plasmid exprimiert das chimére
Fusionsprotein Gal4-p65. 3. Nur das phosphorylierte Fusionsprotein bindet an die Gal4 spezifische
Konsensussequenz und aktiviert die Expression der Luziferase. (dbd = DNA binding domain; UAS =

upstream activation sequence)
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3.3 RBD- und PBD-Assay

Assays, welche die Detektion von aktivierten, d.h. GTP-gebundenen Rho-GTPasen in
Zellysaten ermdglichen, beruhen auf der Tatsache, daB nur die aktivierte Form der
GTPase mit spezifischen ,,downstream* Effektoren interagiert. So wird beim RBD-Assay
zelluldres, GTP-gebundenes Rho spezifisch an die Rho-Bindedomine (RBD) des
Effektorproteins Rhotekin gebunden (Ren et al., 1999; Kimura et al., 2000). Die Fusion
der RBD an Glutathion S-Transferase (GST-RBD) und die zusétzliche Kopplung an
Glutathion-Beads ermoglicht die Affinitdtsprazipitation der aktiven GTPase aus
Zellysaten, wihrend die GDP-gebundene Form im Uberstand verbleibt (Abb. 5).

Zur Durchfiihrung dieses Assays wurden 293 Zellen mit 100 ng Rhowt transfiziert.
In THP-1 Zellen konnte der RBD-Assay mit endogen exprimiertem Rho durchgefiihrt
werden. Vor der bakteriellen Stimulation wurden beide Zellinien einem Serumentzug von
mindestens 3 h unterworfen. Die Aktivierung der Zellen wurde mit eiskaltem
Phosphatpuffer zu verschiedenen Zeitpunkten gestoppt. Anschliefend erfolgte die Lyse
im Puffer folgender Zusammensetzung: Tris-HC1 (50 mM, pH 7.5), NaCl (500 mM),
EDTA (1 mM), MgCl, (10 mM), 10% Glycerol, NaF (5 mM), DTT (1 mM), 1% Nonidet
P-40 und den Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Leupeptin (1 pg/ml) und Aprotinin (1
pg/ml). 400 pg der 293 Zellysate und 1.2 mg der THP-1 Lysate wurden jeweils mit 20 ug
des rekombinanten GST-RBD Fusionsproteins 1 h bei 4°C inkubiert. Im Anschlu3 wurden
die Beads abzentrifugiert und viermal mit Lysepuffer gewaschen. Die Auftrennung der an
die Beads gebundenen Proteine erfolgte mit SDS-PAGE. Das Blotten der Proteinbanden
auf Nitrozellulosemembran erlaubte die Detektion mit spezifischen Antikorpern (Anti-

RhoA bzw. Anti-Myc).
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RBD-Assay

o R

.. Uberstand

Beads m Beads

* RBD = Rho-Bindedomiine von Rhotekin

Abb.5: Prinzip des RBD-Assays

Nur die aktive, GTP-gebundene Form der GTPase Rho, nicht aber die GDP-gebundene, biochemisch
inaktive Form, kann an die Rho-Bindedoméne des Effektorproteins Rhotekin (RBD) binden. Die Kopplung
des Fusionsproteins GST-RBD an Beads erlaubt die Affinitdtsprézipitation der aktiven GTPase. Die Beads
und die assoziierte GTP-gebundene Form werden nach einer einstiindigen Inkubationszeit abzentrifugiert,

wihrend die GDP-gebundene Form im Zelliiberstand zuriickbleibt. (GST = Glutathion S-Transferase)

Mit Hilfe des PBD-Assays, der dem gleichen Prinzip folgt, ist es mdglich, die aktive Form
der GTPasen Rac und Cdc42 in Zellysaten zu detektieren. Hierzu werden die Lysate nach
bakterieller Stimulation mit der p21-Bindedoméne (PBD) der Kinase Pakl (p21-activated
kinase), einer der wohl bekanntesten Effektoren der RhoGTPasen, inkubiert. Die p21-
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Bindedoméne ist als GST-Fusionsprotein ebenfalls an Glutathion-Beads gebunden, was
eine Affinititsprizipitation von aktiviertem Rac bzw. Cdc42 erlaubt. Die experimentelle
Durchfiihrung und die spezifischen Pufferbedingungen dieses Assays sind ausfiihrlich

beschrieben worden (Bernard et al., 1999; Mira et al., 2000).

3.4 Immunoprdzipitationen

Zur Immunoprézipitation von RhoA wurden 293-TLR2 Zellen mit RhoAwt 24 h vor der
bakteriellen Stimulation transfiziert. Die Zellyse erfolgte mit dem in Kapitel 3.3
beschriebenen Puffer. 400 pg der Lysate wurden jeweils 1 h bei 4°C mit dem priméren
Antikorper (Anti-Myc) inkubiert. Im Anschlufl erfolgte eine weitere -einstiindige
Inkubation mit 30 pl Protein G Sepharose Beads. Die Auftrennung der an Rho
assoziierten Proteine wurde mit Hilfe der SDS-PAGE durchgefiihrt. Das Blotten der
Proteinbanden auf Nitrozellulosemembran erlaubte die Detektion mit spezifischen
Antikorpern.

Der Austauschfaktor Vavl konnte aus THP-1 Zellen immunoprézipitiert werden.
Hierzu wurden die Zellen nach Stimulation mit S. aureus mit RIPA-Puffer lysiert. RIPA-
Puffer setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen: Tris-HCL (25 mM, pH 7.4),
NaCl (150 mM), EDTA (2 mM), MgCl, (10 mM), 0.02% SDS, 1% Nonidet P-40, 0.2%
Deoxycholat und den Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Leupeptin ( 1 pg/ml) und
Aprotinin (1 pg/ml). Zur Immunoprézipitation wurde 1 mg Lysat mit Anti-Vavl 1 h bei
4°C inkubiert, gefolgt von einer weiteren einstiindigen Inkubation mit 20 ul Protein A
Agarose Beads. Die assoziierten Proteine wurden schlieflich mit spezifischen Antikérpern

identifiziert.
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3.5 Live-Cell Imaging

Fiir das Live-Cell Imaging wurden 293-TLR2 Zellen in 35-mm Kulturschalen gesdt und
mit unterschiedlichen EGFP-gekoppelten Konstrukten bzw. mit EGFP-kodierendem,
leeren Vektor transfiziert. Vor der Stimulation wurden die Zellen einem dreistiindigen
Serumentzug unterworfen. Die Stimulation erfolgte in farbstofflosem Kulturmedium, das
mit 1% FBS supplementiert war. Hierzu wurden pro Kulturschale 10’ CFU/ml (CFU =
colony-forming units) der hitzeinaktivierten Bakteriensuspension von S. aureus (HKSA)
1:100 in serumfreiem Medium verdiinnt und tropfenweise auf die Zellen pipettiert. In
einigen Ansétzen stellte das 16sliche bakterielle Lipoprotein Malp-2 einen alternativen
Stimulus dar. Mit dem 20x Objektiv eines Olympus Epifluoreszenzmikroskopes konnten
die morphologischen Verdnderungen der Zellen im Laufe der Stimulation visuell klar
dargestellt werden. Ab dem Zeitpunkt der Bakterienzugabe (t = 0) wurde pro
Versuchsansatz fiir einen Zeitraum von mindestens 20 min alle 60 s ein Bild
aufgenommen. Die einzelnen Bilder konnten mit Hilfe einer Princeton MicroMAX cooled
CCD Kamera und der Innovision ISEE Software festgehalten und anschlieBend unter

Gebrauch der Metamorph Software (Universal Imaging Inc.) digitalisiert werden.

3.6 Immunofluoreszenzstudien

Zur Durchfiihrung der Fluoreszenzmikroskopie wurden 293-TLR2 auf 1 mm dicken
Deckgldsern (Corning, Big Flats, NY, USA) ausgesidt und mit EGFP-gekoppeltem
RhoAwt bzw. EGFP-kodierendem, leeren Expressionsvektor transfiziert. Die Stimulation
erfolgte mit S. aureus in Gegenwart von 1% FBS fiir einen Zeitraum von 3 h. Im
Anschluf3 an die Stimulation wurden die Zellen mit Phosphatpuffer (PBS) gewaschen, 20
min lang mit 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert und in Gegenwart von 0.5% Triton X-
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100/PBS 15 min permeabilisiert. Zur Visualisierung des Aktinzytoskeletts folgte eine 30-
miniitige Inkubation bei Raumtemperatur mit Phalloidin Alexa 568 (Emission im roten
Wellenldangenbereich). Die Deckgldser wurden anschlieBend mit Hilfe eines Anti-Fade
Mounting Mediums (Molecular Probes, Eugene, USA) auf Objektrigern fixiert. Die
Auswertung der Proben erfolgte mit dem 40x Objektiv eines Olympus
Epifluoreszenzmikroskopes.

Bei den Fluoreszenzstudien in THP-1 Zellen konnte von der Tatsache Gebrauch
gemacht werden, dal Monozyten bei mehrstiindigem Serumentzug zur Adhédrenz neigen.
Die Stimulation der quieszenten Zellen erfolgte entweder mit Gram-positiven Bakterien
oder dem Lipoprotein Malp-2 fiir einen Zeitraum von etwa 10 h in Gegenwart von 1%
FBS. Im Anschlu3 wurden nicht-adhidrente Zellen durch Waschen mit PBS entfernt,
wihrend die adhirente Zellpopulation sowohl Phalloidinfarbungen als auch Fiarbungen
mit Annexin V-FITC unterworfen wurde. Die weitere Behandlung der Zellen erfolgte

gemal des fiir 293-TLR2 Zellen zuvor beschriebenen Protokolls.

3.7 Durchgefiihrte Analysen am FACS

Die Benutzung des FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) erlaubt die quantitative
und statistische Beurteilung unterschiedlichster Zellparameter, wobei jeder einzelnen
Zelle mehrere Parameter zugeordnet werden konnen. So ist es mit Hilfe des FACS
moglich, anhand spezifischer Oberflichenmarker zwischen gesunden und apoptotischen
Zellen innerhalb einer Population zu unterscheiden. Im frithen Stadium der Apoptose
kommt es zu Verdnderungen der Asymmetriec in der Plasmamembran, die eine
Externalisierung charakteristischer Phospholipide (Phosphatidylserinreste) mit sich fiihrt.
Die hoch spezifische Bindung von Annexin V-Konjugaten an diese Phosphatidylserinreste

ist deshalb nur bei apoptotischen (Annexin V positiv), nicht aber bei gesunden Zellen
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(Annexin V negativ) moglich. Zur Detektion der stimulusabhéngigen Apoptose wurden
293-TLR2 Zellen mit EGFP-gekoppelten Konstrukten bzw. EGFP-kodierendem, leeren
Expressionsvektor transfiziert und fiir den Zeitraum von 1 h mit HKSA in 1% FBS-
haltigem Medium stimuliert. AbschlieBend wurden die Zellen mit Annexin V-Bindepuffer
(10 mM HEPES, pH 7.4, 140 mM NaCl and 2.5 mM CaCl,) gewaschen und nacheinander
mit jeweils Annexin V-Biotin und Streptavidin-TriColor (Emission im roten
Wellenldngenbereich) inkubiert. Zur Analyse am FACScan (Becton Dickinson) wurden
pro Probe maximal 5000 EGFP-positive (transfizierte) Zellen gesammelt. Innerhalb dieser
Zellpopulation wurde dann der Prozentsatz an Annexin V-positiven Zellen ermittelt.
FACS Analysen wurden auch in THP-1 Zellen durchgefiihrt. Nach -einer
Stimulationsdauer von ca. 10 h in Gegenwart von 3% FBS wurden die Zellen in Annexin
V-Bindepuffer resuspendiert und 15 min lang mit FITC-konjugiertem Annexin V und
Propidiumiodid (PI) inkubiert. Mit Hilfe des FACScan wurde pro Probe der Prozentsatz
der Annexin-positiven Zellen relativ zur Gesamtzellpopulation ermittelt. PI gab Aufschlufl
iiber die Integritdt der Plasmamembran und erlaubte so eine Bestimmung des Anteils an

nekrotischen Zellen innerhalb der Annexin V-positiven Zellpopulation.
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4. Ergebnisse

4.1 TLR? aktiviert NF-kB mittels eines Racl-abhdingigen Signalweges

Trotz der zentralen Bedeutung der Toll-dhnlichen Rezeptoren fiir die primére
Immunantwort sind die durch bakterielle Stimulation spezifisch induzierten und fiir die
Immunreaktion verantwortlichen Signaltransduktionswege immer noch relativ ungeklart.
Da die RhoGTPase Racl als Regulator multipler zelluldrer Funktionen in verschiedene
Aspekte der Wirtverteidigung gegen Bakterien involviert ist, wurde ihre Funktion in der

vom aktivierten TLR2 (Toll-like receptor 2) induzierten Signalkaskade ndher untersucht.

4.1.1 Stimulierung von TLR2 mit S. aureus aktiviert Racl

Biochemische Assays, welche die Detektion aktivierter GTPasen ermdglichen, beruhen
auf der Tatsache, dal nur die GTP-gebundenen, nicht aber die GDP-gebundenen Formen
mit spezifischen ,,Downstreameffektoren® interagieren konnen. So kann beispielsweise
die p21-Bindedomédne (PBD) des Effektorproteins Pakl (p21l-activated kinase 1)
verwendet werden, um GTP-gebundenes, biochemisch aktives Racl aus Zellysaten zu
prézipitieren (Bernard et al., 1999; Mira et al., 2000). Mit Hilfe dieses sogenannten PBD-
Assays wurde untersucht, ob Racl nach Stimulation von TLR2 mit dem Gram-positiven
Bakterium S. aureus in zwei unterschiedlichen TLR2-exprimierenden Zellinien aktiviert
wird (Abb. 6). Die endogene Expression von TLR2 konnte in der monozytischen Zellinie
THP-1 mittels Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) und Western
Blot Analysen nachgewiesen werden. Inkubation der THP-1 Zellen mit einer
hitzeinaktivierten Suspension von S. aureus (HKSA) fiihrte zu einer schnellen und
transienten Aktivierung von endogenem Racl, wobei das Aktivierungsmaximum

zwischen 1 und 10 min lag (Abb. 6A). Ein vergleichbarer Zeitverlauf konnte in 293
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Zellen, die mit TLR2 stabil transfiziert waren, in Gegenwart Gram-positiver Bakterien
nachgewiesen werden (Abb. 6B). Nach bakterieller Stimulation urspriinglicher 293
Zellen, die TLR2 generell nicht exprimieren, wurde im Gegensatz dazu keine Aktivierung
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Racl ist demnach Bestandteil einer Signaltransduktions-

kaskade, die spezifisch vom Toll-dhnlichen Rezeptor 2 induziert wird.

A B
Rac1 | ——— | Ract | D S - |
HKSA -05 1 3 510 20 30 (min) HKSA - 1 3 5 10 20 30 (min)
Ract | | Rac1 —-— o — o = —
B B

Abb. 6: Transiente Aktivierung von Racl nach Stimulation mit HKSA

Dargestellt ist der Zeitverlauf der Racl Aktivierung in der monozytischen Zellinie THP-1 (A) und in 293-
TLR2 Zellen (B) (obere Reihe). Die Zellen wurden nach Serumentzug in 1% FBS-haltigem Medium mit
HKSA (10’ CFU/ml) stimuliert. Die Aktivierung wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mit kaltem
Phosphatpuffer gestoppt. Pro Zeitpunkt wurden 900 pg der Lysate einer Affinitdtsprézipitation mit GST-
PBD unterworfen. Die an die GST-PBD Beads gebundenen Proteine konnten anschlieBend mit SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet werden. Die Detektion von Racl erfolgte mit einem
spezifischen Antikorper. Untere Reihe: Immunoblots (IB) Zur Demonstration der Expression von Racl in
den fiir die PBD-Assays jeweils herangezogenen Gesamtzellysaten. (Ein Resultat aus 3 unabhingig

durchgefiihrten Experimenten ist gezeigt.)
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4.1.2 Stimulation von TLR?2 induziert die Interaktion des Austauschfaktors Vav mit Rac

Rho GTPasen werden durch Interaktion mit einer Vielzahl von Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs), die den Austausch von GDP zu GTP katalysieren, aktiviert.
Einer der wohl best charakterisiertesten Austauschfaktoren ist das Protoonkogen Vav.
Mittlerweile wurden drei Isoformen dieses Proteins idenfiziert, die eine Reihe von
konservierten Strukturdoménen aufweisen (Abb. 7). Als funktionell besonders wichtige
Doménen sind die DBL-Homologie (DH) Doméne und die Src-Homologie (SH3 und
SH2) Doménen hervorzuheben. Die DH-Doméne ist fiir den GDP-GTP Austausch
verantwortlich, wahrend die SH-Dominen die Tyrosin-Phosphorylierungsstellen umfassen

und die Interaktion mit einer Vielzahl von Proteinen ermdglichen.

Vav1 CH mADm DH m PH eCRD=SH3m SH2 m==SH3
Vav 2 71 33 47 51 65 42 52 57 [%]
Vav 3 78 55 61 47 71 48 57 68 [%l]

Abb. 7: Doméiinenstruktur und relative Homolgien der Vav-Isoformen

Die Doméinenstruktur des Austauschfaktors Vavl ist schematisch dargestellt. Die relativen Homologien der
Isoformen Vav2 und Vav3 zu Vavl sind fiir die einzelnen Doménen jeweils in Prozent angegeben. Die fiir
jede Isoform spezifischen Primer wurden anhand der Sequenzen im Bereich der SH-Dominen konstruiert.
(CH = Calponin Homologie; AD = Azide Doméne; DH = Dbl Homologie; PH = Pleckstrin Homologie;
CRD = Cysteinreiche Doméne; SH2/SH3 = Src Homologie)
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Vavl wird ausschlieBlich in hdmatopoetischen Zellen exprimiert, wiahrend die erst
kiirzlich identifizierten Austauschfaktoren Vav2 und Vav3 in einem breiten Spektrum
unterschiedlicher Gewebe gefunden werden konnen. Um die in THP-1 und 293-TLR2
Zellen exprimierten Vav-Isoformen zu bestimmen, wurden spezifische Primer anhand der
jeweiligen Sequenzen im Bereich der SH-Doménen konstruiert (Kapitel 3.1). Durch
Einsatz dieser Primer in der RT-PCR wurden Vavl und Vav3 in der monozytischen
Zellinie THP-1 und die Isoformen Vav2 und Vav3 in 293-TLR2 Zellen identifiziert (Abb.
8). Die Identifikation der einzelnen Vav-Isoformen in den verwendeten Zellinien stellte
eine hilfreiche Voraussetzung fiir weitere Untersuchungen zur méglichen biochemischen

Funktion des Austauschfaktors in von TLR2 induzierten Signalwegen dar.

Isoformen

THP-1 293-TLR2

Abb. 8: RT-PCR der Vav-Isoformen in THP-1 und 293-TLR2 Zellen

Die gesamte RNA wurde aus den angegebenen Zellen isoliert. Mit Hilfe spezifischer Primer wurden die
mRNAs der jeweiligen Vav-Isoformen in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Grof3e der PCR-Produkte:
Vavl — 605 bp; Vav2 und Vav3 — 590 bp. Als Kontrolle diente die RT-PCR des Housekeeping-Gens -
Aktin.
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Die Aktivierung des GDP/GTP-Austauschvermdgens von Vav wird durch
Phosphorylierung von Tyrosinresten induziert (Crespo et al., 1997). Um eine mogliche
Involvierung des Austauschfaktors in der TLR2 vermittelten Aktivierung der GTPase
Racl beurteilen zu koénnen, wurde Vavl deshalb nach Stimulation aus THP-1 Zellen
immunoprézipitiert und beziiglich einer stimulusabhingigen Tyrosin-Phosphorylierung
untersucht. Die Inkubation mit S. aureus induzierte eine rasche und transiente Tyrosin-

Phosphorylierung von Vavl, die bis zu 15 min nach der Stimulierung andauerte (Abb. 9).

pY

Racl I T ——

[TV I ——

IB Racl

HKSA - 1 3 5 15 30 (min)

Abb. 9: Transiente Tyrosin-Phosphorylierung von Vavl und Proteinkoplexformation mit Racl

THP-1 Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit HKSA stimuliert. 1 mg der Zellysate wurde
jeweils einer Immunoprézipitation mit Anti-Vavl unterworfen. Die assoziierten Proteine wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Die Identifikation der Proteine erfolgte
mit spezifischen Antikdrpern. Die Expression von Vavl und Racl in den Zellysaten ist im unteren Teil der
Abbildung gezeigt. (pY = Phospho-Tyrosin) (Ein Resultat aus 3 unabhéngig durchgefithrten Experimenten

ist gezeigt.)
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AusschlieBlich tyrosin-phosphoryliertes Vavl war in der Lage, mit Racl einen transienten
Proteinkomplex zu bilden. Die Assoziation der beiden Proteine war somit eindeutig
stimulusabhingig. AuBBerdem {iberlappte das Zeitintervall der Komplexformation mit dem
fiir die Aktivierung von Racl ermittelten Zeitverlauf in diesen Zellen (Abb. 6). Die zur
Tyrosin-Phosphorylierung von Vav fiihrenden biochemischen Ereignisse sind sehr

komplex und vermutlich abhidngig vom verwendeten Zelltyp und eingesetztem Stimulus.

4.1.3 Racl kontrolliert die durch TLR?2 induzierte Aktivierung von NF-xB

Ein entscheidener Schritt in der von Toll-dhnlichen Rezeptoren vermittelten priméren
Immunantwort ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor-kB)
und die damit verbundene nachfolgende Produktion von proinflamatorischen Zytokinen
(Aderem & Ulevitch, 2000). Die NF-kB Aktivierung lieB sich durch Transfektion des
Luziferase-Reportergens, dessen Expression von fiinf NF-kB-abhidngigen Enhancern
kontrolliert wird (5x NF-kB-Luc), experimentell analysieren. Um Schwankungen der
Transfektions-effizienz bei der Bestimmung der Luziferaseaktivitét zu vermeiden, erfolgte
zusitzlich eine Kotransfektion mit einem zweiten Reportergen, der B-Galaktosidase. Ein
15- bis 20-facher Anstieg der Luziferaseaktivitit wurde nach Inkubation mit Interleukin-1
(IL-1) sowohl in urspriinglichen 293 Zellen als auch in 293-Zellen, die TLR2 stabil
exprimierten (293-TLR2), beobachtet (Abb. 10A). Auch die Stimulierung von 293-TLR2
Zellen mit S. aureus resultierte in einem 20-fachen Anstieg der NF-kB abhédngigen
Gentranskription in 293-TLR2 Zellen. Im Gegensatz dazu konnte in urspriinglichen 293
Zellen bei bakterieller Stimulation keine Luziferaseaktivitit nachgewiesen werden. Dieses

Ergebnis bestitigt die Spezifitdt von TLR2 bei der Erkennung Gram-positiver Bakterien.
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Um die Funktion von Racl im TLR2-induzierten Signalweg zu NF-xB zu evaluieren,
wurden verschiedene Konstrukte eingesetzt. Die p21-Bindedomine (PBD) der Kinase
Pakl, einem der wohl prominentesten Effektoren der RhoGTPasen, umfalit die Cdc42-
Rac interaktive Bindedoméne (CRIB domain) und die Pak inhibitorische Doméne (PID).
Eine Transfektion der PBD ruft sowohl eine Blockierung der GTPasen Cdc42 und Rac als
auch eine Inhibierung des Effektors Pak selbst in den jeweiligen Zellen hervor (Mira et
al., 2000). In bakteriell stimulierten 293-Zellen reduzierte die Koexpression der PBD die
NF-kB Aktivierung um ca. 80% (Abb. 10B). Im Gegensatz dazu beeintrichtigte eine
Uberexpression der PID die HKSA induzierte NF-xB Aktivierung nicht, was darauf
hindeutet, da3 der gefundene signifikante Effekt der PBD nicht auf eine Inhibierung von
Pak1 zuriickzufiihren ist. Die Expression einer mutierten Form der PBD (PBD F107), die
an aktives Cdc42 und Rac bindet aber die Kinaseaktivitit von Pak nicht inhibiert,
bestitigte die Involvierung von RhoGTPasen im Aktivierungssignalweg zu NF-xB. So
reduzierte die PBD F107 die Luziferaseaktivitit in einem vergleichbaren Ausmal} wie die
PBD (Abb. 10B).

Um zu evaluieren, ob Racl oder Cdc42 die NF-xB Aktivierung regulieren, wurden
die dominant-negativen Mutanten dieser GTPasen (RacIN17 und Cdc42N17) jeweils
transfiziert. Die Uberexpression von RacIN17 senkte die durch S. aureus induzierte
Aktivierung von NF-kB signifikant (um 70%). Im Gegensatz dazu reduzierte Cdc42N17
die NF-kB-abhédngige Genexpression nicht (Abb. 10B). Auch die Expression der
dominant-negativen Mutante der GTPase Ha-Ras (Ha-RasN17) hatte keinen Einfluf} auf
die bakteriell induzierte Aktivierung von NF-kB, was darauf hindeutet, da3 Racl die NF-
kB-induzierte Genexpression nicht iiber einen Ras-abhingigen Signalweg reguliert. Die
transiente Transfektion der dominant-negativen Formen der GTPasen Racl, Cdc42 und
Ha-Ras in 293-Zellen wurde durch Immunoblotting tiberpriift, um Schwankungen in der
Expressionstirke der jeweiligen Konstrukte auszurdumen. In allen Versuchsansdtzen war

die Expressionstirke der einzelnen Mutanten jeweils vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 10: Racl reguliert die von TLR2 induzierte NF-kB Aktivierung

(A) Urspriingliche 293 Zellen (leere Balken) und 293-TLR2 Zellen (schraffierte Balken) wurden nach der
Transfektion der Reporterplasmide 5x NF-kB-Luc und B-Gal (Plasmid der B-Galaktosidase) entweder nicht
stimuliert (-) oder 5 h lang mit HKSA (10’ CFU/ml) bzw. IL-1B (10 ng/ml) stimuliert. Die Aktivitit der
Luziferase ist in Form der artifiziellen Einheit RLU (relative luciferase units) ausgedriickt. (B) 293-TLR2
Zellen wurden nach Transfektion mit den Reportergenen entweder mit leerem Expressionsvektor (-)
(entspricht der Kontrolle) oder den angezeigten Konstrukten kotransfiziert und schlieBlich mit HKSA
stimuliert. Die bei der Transfektion der einzelnen Konstrukte ermittelten Luziferaseaktivititen sind jeweils
prozentual in Relation zur Kontrolle (100%) gesetzt. (Alle Balken représentieren Mittelwerte aus

mindestens 3 unbhingigen Experimenten.)
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4.1.4 Die Racl-abhiingige NF-kB Aktivierung involviert Phosphatidylinositol-3 Kinase
(PI-3K)

Die von Rac kontrollierten Signaltransduktionswege konnen generell durch
unterschiedliche, spezifische Downstreameffektoren vermittelt werden (Van Aelst & D-
Souza-Schorey, 1997). Eine Involvierung der Kinase Pak1, dem Haupteffektor von Racl,
in der NF-xB Aktivierung von 293-TLR2 Zellen wurde bereits ausgeschlossen (siche
Kapitel 4.1.3). Ein weiterer potentieller Rac-Effektor im zur NF-kB Aktivierung
fiihrenden Signalweg stellt die Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-3K) dar. PI-3K ist ein
Heterodimer, das sich aus einer katalytischen (p110) und einer regulatorischen
Untereinheit (p85) zusammensetzt (Carpenter & Cantley, 1996), wobei p85 direkt mit
aktivem Racl interagieren kann (Zheng et al., 1994; Bokoch et al., 1996). Zur
Untersuchung der Funktion von PI-3K im TLR2 induzierten Signalweg wurden sowohl
die fiir PI-3K spezifischen pharmakologischen Inhibitoren Wortmannin und LY294002
und als auch eine dominant-negative Form der regulatorischen Kinaseuntereinheit (p85dn)
verwendet. Eine Inkubation von 293-TLR2 Zellen mit beiden Inhibitoren reduzierte die
bakteriell induzierte Expression des Luziferase-Reportergens jeweils um 70-80%. Auch
die Kotransfektion von p85dn blockierte die Reportergenexpression in vergleichbarer
GroBenordnung (Abb. 11A). Somit ist die Aktivitit der PI-3K fiir den von TLR2
induzierten NF-kB-Aktivierungssignalweg essentiell.

PI-3K kann je nach untersuchtem Zelltyp und verwendetem Stimulus sowohl als
Effektor als auch als Aktivator von Racl dienen. So sind die in Folge der Kinaseaktivitét
von PI-3K produzierten Lipide in der Lage, Racl spezifische Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) zu aktivieren, was schlieBlich in einer Aktivierung von Racl
resultiert. Andererseits kann die aktive GTPase, wie bereits erwéhnt, an die regulatorische
Untereinheit p85 spezifisch binden und somit die Aktivierung und die Lokalisation der
Kinase regulieren. Eine Inhibierung der Kinaseaktivitdt mit Wortmannin beeinfluflte die

durch S. aureus induzierte Rac Aktivierung in 293-TLR2 und THP-1 Zellen nicht (Daten
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nicht gezeigt), so daBl eine Aktivatorfunktion von PI-3K gegeniiber Racl im untersuchten

Signalweg ausgeschlossen werden kann.
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Abb. 11: PI-3K agiert als Downstreameffektor von Racl im NF-kB-Aktivierungssignalweg

(A) Die Aktivitit der PI-3K wurde in 293-TLR2 Zellen entweder durch eine 30-miniitige Behandlung mit
den Inhibitoren Wortmannin (50 nM) und LY294002 (10 pM) oder durch Transfektion mit p85dn inhibiert.
Als Kontrolle dienten Zellen, die mit DMSO, dem Losungsmittel der Inhibitoren, behandelt wurden. Die
ermittelten Luziferaseaktivititen sind jeweils prozentual in Relation zur Kontrolle (100%) gesetzt. (B) 293-
TLR2 Zellen wurden nach Transfektion mit den Reportergenen entweder mit leerem Expressions-
vektor (-) oder den angezeigten Konstrukten kotransfiziert und schlieflich mit HKSA stimuliert. Die

Aktivitdt der Luziferase ist in Form der artifiziellen Einheit RLU (relative luciferase units) ausgedriickt.
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Um eine mogliche Effektorfunktion der Kinase zu evaluieren, wurden 293-Zellen mit
p85dn, dominant-aktivem Racl (Rac1V12) oder der Kombination aus beiden Konstrukten
transfiziert und nach Stimulation mit HKSA einem Luziferase-Reportergenassay
unterworfen. Die Expression von RaclV12 potentierte die NF-xB abhdngige
Luziferaseaktivitdt gegeniiber der Kontrolle um das 2-3 fache, was die Funktion von Racl
im TLR2 vermittelten NF-kB-Aktivierungssignalweg nachdriicklich bestétigt. Die
Koexpression von p85dn konnte diesen Potenzierungseffekt dagegen vollstindig
aufheben, indem sie die Reportergenaktivitit in einer Groenordnung reduzierte, die mit
der alleinigen Expression von p85dn vergleichbar war (ca. 70%) (Abb. 11B). Diese Daten
weisen zusammenfassend darauf hin, dal PI-3K im TLR2 induzierten Signalweg zu NF-

kB einen Effektor von Racl darstellt.

4.1.5 Die Racl/PI-3K Kaskade reguliert die Transaktivierung von p65

Im inaktiven Zustand ist der Transkriptionsfaktor NF-kB im Zytoplasma an den
spezifischen Inhibitor IkB gebunden. Die Phosphorylierung und Degradierung von IkB
fiihrt zur Freisetzung der Kernlokalisationssequenz, die den anschlieBenden Transport von
NF-«xB in den Nukleus ermoglicht. Um die Funktion der Rac1/PI-3K Kaskade in der von
TLR2 induzierten NF-xB Aktivierung genauer zu bestimmen, wurde deshalb der Effekt
von Racl und PI-3K auf die Degradierung von IxBa untersucht. In THP-1 Zellen ist IxBa
schon 20 min nach Stimulation mit HKSA vollstdndig degradiert und wird im Laufe von
60 min wieder resynthetisiert. Dieser Zeitverlauf wurde weder durch eine Inhibierung der
PI-3K Aktivitit mit Wortmannin noch durch eine Uberexpression von dominant-
negativem Racl (RacIN17) verdndert (Abb. 12A). Im Gegensatz dazu blockierte der
Proteasomeninhibitor MG132 die IkB Degradierung signifikant.
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Abb. 12: Die Racl/PI-3K Kaskade reguliert die Transaktivierung von p65

(A) Zeitverlauf der IxkBa Degradation in THP-1 Zellen: Die Monozyten blieben entweder unbehandelt (-)
oder wurden mit DMSO bzw. den Inhibitoren Wortmannin (50 nM) und MG132 (10 pM) 60 min vor den
angegebenen Zeitpunkten der Stimulation preinkubiert. Jedes Zellysat wurde mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. [kBa wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers
detektiert. (B) EMSA (Electrophoretic mobility shift assay): 293-TLR2 Zellen waren entweder untransfiziert
oder exprimierten dominant-negatives Racl (RaclN17). Dariiberhinaus blieben die Zellen entweder
unbehandelt oder wurden 60 min mit HKSA stimuliert. Nukledre Extrakte wurden préperiert und mit einer
NF-«xB spezifischen, radioaktiven Probe inkubiert. (C) Um die Transaktivierung von p65 zu analysieren,
wurden 293-TLR2 Zellen nach Transfektion mit der Reporterkombination pFR-Luc und pGal4-p65
entweder mit leerem Expressionsvektor (-) oder den angezeigten Konstrukten kotransfiziert bzw. mit dem
Inhibitor Wortmannin vorbehandelt und schlieBlich mit HKSA stimuliert (ausgefiillte Balken). Die jeweils

ermittelten Luziferaseaktivititen sind prozentual in Relation zur Kontrolle (100%) gesetzt.
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Um den Effekt der Racl abhédngigen Signalkaskade auf das DNA-Bindevermdgen von
NF-kB beurteilen zu konnen, wurden DNA-Bindesassays, sogenannte EMSA
(electrophoretic mobility shift assay), durchgefiihrt. Hierzu wurden nukleédre Extrakte der
zu untersuchenden Zellen préiperiert, die dann mit einer fiir NF-«xB spezifischen,
radioaktiv markierten Sequenz inkubiert wurden. Nur bei bakterieller Stimulation kam es
zur Bindung des Transkriptionsfaktors an das spezifische Oligonukleotid. Eine
Uberexpression von RacIN17 in 293-TLR2 Zellen verinderte das DNA-Bindevermogen
von NF-«B nicht (Abb. 12B). Auch die Inkubation mit den PI-3K Inhibitoren Wortmannin
und LY294002 hatte keinen Einflu auf die NF-xB-DNA-Bindung in THP-1 Zellen
(Daten nicht gezeigt). Diese Daten demonstrieren, dall Racl einen Signalweg kontrolliert,
der essentiell fiir die HKSA induzierte NF-kB Aktivierung ist, ohne die Degradierung von
IkBa, die nukledre Translokation und das DNA-Bindevermdgen von NF-xB zu
beeinflussen.

Die Degradierung des zytoplasmatischen Inhibitors IkB stellt zwar eine essentielle
aber nicht die alleinige Voraussetzung zur NF-kB-abhingigen Gentranskription dar. So
konnte gezeigt werden, da3 die induzierbare Phosphorylierung und Transaktivierung der
NF-kB Untereinheit p65 die Transkriptionsaktivitit entscheidend beeinfluflit (Sizemore et
al., 1999; Leitges et al., 2001). Um den EinfluB der Racl Kaskade auf die
Transkriptionsuntereinheit p65 direkt zu untersuchen, wurde das Fusionsgen Gal4-p65
kloniert und in 293-TLR2 Zellen transfiziert. Die stimulusabhingige Phosphorylierung
von p65 resultierte in der Bindung des Fusionsproteins Gal4-p65 an den Gal4 abhéngigen
Promoter des zugehorigen Reporterplasmides und bewirkte so die Transkription der
Luziferase ( siche Kapitel 3.2). Die Stimulation mit HKSA fiihrte zu einem 10-15 fachen
Anstieg der Transkriptionsaktivitdt von p65. Sowohl dominant-negatives Racl als auch
das Konstrukt PBD F107, das activiertes Racl bindet und somit die Interaktion der
GTPase mit Downstreameffektoren verhindert, reduzierten die Transaktivierung von p65
um 65-80% (Abb. 12C). Vergleichbare Effekte wurden auch bei Inhibierung der PI-3K

Aktivitdit mit dem spezifischen Inhibitor Wortmannin bzw. durch Transfektion der
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dominant-negativen Form von p85 erzielt. Die Kinase Akt (PKB), auf die in diesem
Zusammenhang nicht niher eingegangen werden soll, reprisentiert ein Downstreamtarget
von PI-3K im TLR2 induzierten Signalweg zu NF-xB. Die Expression der dominant-
negativen Form von Akt (Aktdn) inhibierte die Transaktivierung von p65 ebenfalls
signifikant. Zusammenfassend demonstrieren die dargestellten Daten, dafl der von TLR2
induzierte Racl-abhéngige Signalweg die Aktivierung von NF-kB gezielt durch die

Kontrolle der Transkriptionsaktivitit von p65 reguliert.
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4.2 Die GTPase RhoA kontrolliert als Schliisselelement 7wei verschiedene

von TLR?2 induzierte Signalwege: NF-xB Aktivierung und Apoptose

Neben der NF-kB-vermittelten Gentranskription gibt es in zunehmendem Malle
Anbhaltspunkte dafiir, da3 der Toll-dhnliche Rezeptor 2 zusétzlich proapoptotische Signale
induziert. So konnten beispielsweise Aliprantis und Mitarbeiter die Induktion von
Apoptose in TLR2 exprimierenden Zellen nach Stimulation mit einem bakteriellen
Lipoprotein beobachten (Aliprantis et al., 1999: Aliprantis et al., 2000). Der diesen
Beobachtungen zugrundeliegende regulierende Mechanismus ist jedoch bisher unklar.
Rho GTPasen sind generell aufgrund ihrer spezifischen Interaktion mit verschiedenen
zelluldren Effektoren in der Lage, ein kooperatives Signalnetzwerk zu koordinieren, das
die Kontrolle von derart komplexen biologischen Prozessen erlaubt. Vor allem fiir die
GTPase RhoA ist sowohl eine Involvierung in Gentranskription als auch ein Einfluf3 auf

apoptotische Ereignisse in verschiedenen Zellsystemen beschrieben worden (Donovan et

al., 1997; Subauste et al., 2000).

4.2.1 Stimulierung von TLR2 mit S. aureus fiihrt zur transienten Aktivierung von RhoA

Der biochemische Assay, der die Detektion von aktiviertem Rho in stimulierten
Zellysaten ermdglicht, beruht auf dem gleichen Prinzip, wie der bereits beschriebene
PBD-Assay zur Bestimmung von aktiviertem Rac (Kapitel 4.1.1). So kann biochemisch
aktives, GTP-gebundenes Rho mit Hilfe der Rho-Bindedoméne (RBD) des spezifischen
Effektorproteins Rhotekin aus Zellysaten affinitdtsprizipitiert werden (Ren et al., 1999).
Mittels dieses sogenannten RBD-Assays wurde untersucht, ob RhoA nach Stimulation
von TLR2 mit Gram-positiven Stimuli wie S. aureus (HKSA) aktiviert wird. Die
Inkubation mit HKSA resultierte in einer raschen und transienten Aktivierung von RhoA

in 293-TLR2 Zellen, die etwa 15 min andauerte (Abb. 13A).
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Abb. 13: Die Stimulation von TLR2 resultiert in einer transienten Aktivierung von RhoA

(A, B) Zeitverlauf der RhoA Aktivierung in 293-TLR2 Zellen (A) und urspriinglichen 293 Zellen (B). Beide
Zellinien wurden 24 h vor der Stimulation mit HKSA mit 100 ng Myc-RhoAwt transient transfiziert. Die
Stimulierung erfolgte in Medium, das 1% FBS enthielt. (C) Zeitverlauf der RhoA Aktivierung in der
monozytischen Zellinie THP-1. Die Zellen wurden einem 15-stiindigen Serumentzug unterworfen und
anschlieBend in Gegenwart von 1% FBS mit HKSA stimuliert. Obere Reihen: Die Lysate jedes Zeitpunktes
wurden einer Affinitatsprazipitation mit GST-RBD unterworfen. Die an die GST-RBD gebundenen Proteine
wurden schlieBlich mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Die Detektion
erfolgte mit spezifischen Antikorpern unter der Verwendung von Enhanced Chemiluminescence (ECL).
Untere Reihe: Immunoblots (IB) von RhoA in den fiir die Bindeassays verwendeten Zellysate. (Die
gezeigten Ergebnisse sind reprdsentativ flir mindestens drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte

Experimente.)
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Die Aktivierung von RhoA erfolgte unmittelbar nach der Inkubation mit den Bakterien
und dauerte fiir einen Zeitraum von etwa 15 min an. Im Gegensatz hierzu konnte in
urspriinglichen 293 Zellen keine stimulus-abhéngige Rho Aktivierung festgestellt werden
(Abb. 13B). Die GTPase ist somit Bestandteil einer Signalkaskade, die spezifisch von
TLR2 induziert wird. Auch in der humanen monozytischen Zellinie THP-1, die TLR2
endogen exprimieren, konnte in Gegenwart Gram-positiver Stimuli die Aktivitit in einem

vergleichbaren Zeitverlauf induziert werden (Abb. 13C).

4.2.2 RhoA kontrolliert die von TLR2 induzierte NF-xB abhdingige Gentranskription

Wie bereits in Kapitel 4.1.3 beschrieben, 146t die Transfektion des Reporterplasmides 5x
NF-kB eine experimentelle Analyse der stimulus-abhéngigen Aktivierung von NF-kB zu.
Neben der Transfektion von 293-TLR2 Zellen gelang es uns schlieBlich auch, die als
generell schwer transfizierbar geltenden Suspensionszellen THP-1 mit dem Luziferase-
Reportergen und dominant-negativen Plasmiden kozutransfizieren. Die Transfektions-
effizienz in 293-TLR2 wurde mit Hilfe von Immunofluoreszenz ermittelt und lag
unabhingig vom eingesetzten Konstrukt konstant bei ca. 80%. In THP-1 Zellen war die
Transfektionseffizienz mit ca. 30% erwartungsgemdf3 niedriger, reichte aber aus, um
Unterschiede in der Reportergenaktivitit signifikant quantifizieren zu konnen. Die
Stimulation von beiden Zellinien mit hitzeinaktivierten S. aureus resultierte jeweils in
einem 15- bis 20-fachen Anstieg der Reportergenaktivitit (Kontrolle) (Abb. 14). Um die
Funktion von RhoA in dem von TLR2 induzierten NF-kB-Aktivierungssignalweg
beurteilen zu konnen, wurde der Luziferase-Reporter entweder mit dominant-negativem
RhoA (RhoAN19) oder der Rho-Bindedomidne (RBD) des Effektors Rhotekin
kotransfiziert. Die Rhotekin-RBD bindet spezifisch an zelluldres, aktives RhoA und
verhindert so die Interaktion der GTPase mit endogenen Downstreameffektoren. Die

Inhibierung von RhoA mit Hilfe dieser beiden Konstrukte fiihrte in beiden Zellinien zu
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einer signifikanten Abnahme der Luziferaseaktivitit. Je nach Zelltyp und verwendetem
Plasmid bewegte sich der reduzierende Effekt zwischen 70 und 90% (Abb. 14). Im
Gegensatz dazu hatten die Expression eines Kontrollvektors (Kontrolle) und die
Kotransfektion von Wildtyp RhoA (Daten nicht gezeigt) keinen Einflul auf die NF-«B
Aktivitit.
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Abb. 14: RhoA reguliert die von TLR2 induzierte NF-kB Aktivierung

293-TLR2 (links) and THP-1 Zellen (rechts) wurden nach Transfektion mit den Reporterplasmiden 5x NF-
kB und B-Gal (Plasmid der B-Galaktosidase) entweder mit leerem Expressionsvektor (Kontrolle) oder den
angezeigten Konstrukten kotransfiziert. Die Zellen blieben entweder unstimuliert (leere Balken) oder
wurden 2-4 h lang mit HKSA stimuliert (ausgefiillte Balken). Die Aktivitit der Luziferase ist in Form der
artifiziellen Einheit RLU (relative luciferase units) ausgedriickt. (Alle Balken repréasentieren Mittelwerte von

mindestens 3 unabhingig durchgefiihrten Experimenten.)
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In den verwendeten Zellinien 293-TLR2 und THP-1 ist die Aktivitdt von RhoA demnach
essentiell fiir die bakteriell induzierte NF-kB-abhingige Gentranskription. Die
Expressionsstirke der transfizierten Plasmide wurde mittels Immunoblotting iiberpriift
und war fiir alle eingesetzten Konstrukte dhnlich (Daten nicht gezeigt).

Um die Rolle von RhoA in der von TLR2 induzierten NF-kB Aktivierung niher zu
bestimmen, wurde der Effekt dieser GTPase auf die Degradierung von IkBa untersucht.
In 293-TLR2 Zellen fiihrt die Inkubation mit hitzeinaktivierten S. aureus (HKSA) zu einer
signifikanten Degradierung von IkBa 40 min nach der Stimulation. Im Lauf von etwa 2
Stunden wird das Protein wieder vollstindig resynthetisiert. Somit degradiert IkBa in den
epithelialen 293 Zellen etwa halb so schnell wie in der monozytischen Zellinie THP-1
(Kapitel 4.1.5, Abb. 9A) bei Verwendung des gleichen bakteriellen Stimulus. Dieser
Zeitverlauf blieb auch bei Uberexpression der Rhotekin-RBD oder dominant-negativem
RhoA (RhoAN19) unverdndert (Abb. 15A). Im Gegensatz dazu kann die IkBa
Degradierung durch Inkubation mit dem Proteasomeninhibitor MG132 (Kapitel 4.1.5)
oder durch Uberexpression von dominant-negativer IxB Kinase 2, die fiir die stimulus-
abhingige Phosphorylierung von IkB verantwortlich ist, nahezu vollstindig inhibiert
werden (Daten nicht gezeigt). Wie bereits zuvor erwéhnt, beruht die NF-kB-abhingige
Gentranskription nicht ausschlieBlich auf der Degradierung von IkBo und der
nachfolgenden Translokation des Proteinkomplexes p65/p50 in den Nukleus, sondern
héngt auch von der induzierbaren Transkriptionsaktivitit der NF-kB-Untereinheit p65 ab.
Um den EinfluB von Rho auf die Transaktivierung von p65 zu evaluieren, wurden 293-
TLR2 Zellen mit dem Fusionsprotein GAL4-p65 und dem zugehorigen Reporterplasmid
transfiziert. Die Stimulation mit HKSA induzierte einen 10 bis 15-fachen Anstieg in der
Transkriptionsaktivitit von p65. Im Gegensatz zur Kontrolle (Transfektion des
Expressionsvektors) inhibierten sowohl dominant-negatives RhoA als auch die Rho-
Bindedoméne (RBD) die Transaktivierung von p65 um 70-90% (Abb. 15B). Somit
reguliert der von TLR2 induzierte Rho-abhéngige Signalweg die NF-xB- abhingige

Gentranskription durch direkte Kontrolle der Transkriptionsaktivitit von p65.
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Abb. 15: RhoA reguliert die Transaktivierung der NF-kB Untereinheit p65

(A) Zeitverlauf der IkBa Degradierung in 293-TLR2 Zellen: Die Zellen wurden entweder mit Vektor (obere
Reihe) oder den angezeigten Konstrukten (mittlere Reihen) 24 h vor der Stimulation mit HKSA transfiziert.
Die Lysate jedes Zeitpunktes (50 pg) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran transferiert. IkBoa wurde mit einem spezifischen Antikérper detektiert. Die
Immunoblots (IB) zeigen die Expression der transfizierten Konstrukte in den Gesamtzellysaten (untere
Reihen). (B) Um die Transaktivierung von p65 zu analysieren, wurden 293-TLR2 Zellen nach Transfektion
mit der Reporterkombination pFR-Luc und pGAL4-p65 entweder mit einem Kontrollvektor oder den
angezeigten Konstrukten kotransfiziert. Die Zellen blieben entweder unstimuliert (leere Balken) oder
wurden 5 h lang mit HKSA (ausgefiillte Balken) stimuliert. Die fiir jedes Konstrukt ermittelten
Luziferaseaktivitdten sind jeweils prozentual in Relation zur Kontrolle (100%) gesetzt. (Alle Balken

reprasentieren Mittelwerte von mindestens 4 unabhingig durchgefiihrten Experimenten.)

4.2.3 RhoA ist nicht Bestandteil des Racl-abhiingigen NF-kB Aktivierungssignalweg

Da sowohl Racl als auch RhoA die Transkriptionsaktivitit von p65 direkt regulieren,
ohne die Degradation von IkB zu beeinflussen, war es naheliegend zu untersuchen, ob die
beiden GTPasen Bestandteil der gleichen, zur Aktivierung von NF-kB fithrenden
Signalkaskade sind. Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-3K), die als Downstreameffektor
von Racl in dem von TLR2 induzierten NF-kB-Aktivierungssignalweg identifiziert wurde
(Kapitel 4.1.4), kann je nach untersuchtem Zelltyp und verwendetem Stimulus sowohl als
Effektor als auch als Aktivator von RhoGTPasen im allgemeinen fungieren. Um die Rolle
der Kinase in der HKSA induzierten RhoA Aktivierung zu beurteilen, wurde die Aktivitat
von PI-3K mit dem spezifischen pharmakologischen Inhibitor Wortmannin blockiert. Die
Inkubation mit Wortmannin hatte entsprechend der durchgefiihrten RBD Bindeassays
keinen EinfluB auf die stimulusabhédngige Aktivierung von RhoA in 293-TLR2 (Abb.
16A) oder in THP-1 Zellen (Daten nicht gezeigt). Demnach wird die RhoA Aktivierung

nicht von einem PI-3K-abhdngigen Signalweg reguliert. Um zu evaluieren, ob die GTPase
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Abb. 16: RhoA ist nicht Bestandteil des von Racl kontrollierten NF-kB Aktivierungssignalweg

(A) Aktivierung von RhoA nach Inhibierung von PI-3K. 293-TLR2 Zellen wurden mit Myc-RhoAwt 24 h
vor der Stimulation mit HKSA transfiziert. Um die Kinaseaktivitit von PI-3K zu inhibieren, wurden die
Zellen 30 min vor der Stimulation mit dem fiir PI-3K spezifischen Inhibitor Wortmannin (50 nM) inkubiert.
Obere Reihe: Jedes Lysat wurde einer Affinitatsprézipitation mit GST-RBD unterworfen. Die an die GST-
RBD gebundenen Proteine wurden schlieBlich mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran geblottet. Die Detektion erfolgte mit spezifischen Antikérpern unter der
Verwendung von Enhanced Chemiluminescence (ECL). Untere Reihe: Immunoblots (IB) von RhoA in den
fiir die Bindeassays verwendeten Zellysate. (B) Aktivierung von Racl nach Inhibierung von RhoA.. 293-
TLR2 Zellen wurden mit dominant-negativem RhoA (Myc-RhoAN19) 24 h vor der Stimulation mit HKSA
transfiziert. Die Lysate der verschiedenen Zeitpunkte wurden einer Affinitétsprézipitation mit GST-PBD
unterworfen. Die an die GST-PBD gebundenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem spezifischen Antikdrper (obere Reihe).
Immunoblots (IB) von endogenem Racl und iiberexprimiertem RhoAN19 in in den fiir die Bindeassays

verwendeten Zellysaten.
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Rho dagegen die Aktivierung von Racl kontrolliert, wurden 293-TLR2 Zellen mit
dominant-negativem RhoA (RhoAN19) transfiziert und die HKSA induzierte Racl
Aktivierung mit Hilfe des PBD-Assays (Kapitel 4.1.1) untersucht. Die Expression von
dominant-negativem RhoA inhibierte die Aktivierung von Racl nicht (Abb. 16B).
Obwohl Racl und RhoA beide die Transkriptionsaktivitdt der NF-kB-Untereinheit p65
direkt regulieren, sind die GTPasen demnach jeweils Bestandteil zweier unterschiedlicher

TLR2-induzierter Signalwege.

4.2.4 Die RhoA-abhiingige NF-xB Aktivierung involviert PKC{

Studien an der Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae demonstrierten, dall Pkcl, ein
Homolog der in Sdugetieren vorkommenden Proteinkinase C (PKC), mit dem kleinen
GTP-bindenden Protein Rhol assoziiert und als dessen Downstreamtarget agiert (Nonaka
et al., 1995). Zusitzlich konnte eine Involvierung der atypischen PKC Isoform { in die
Phosphorylierung der NF-kB-Untereinheit p65 in PKCC-defizienten Méusen gezeigt
werden (Leitges et al., 2001, Sanz et al., 1999). Vor diesem Hintergrund untersuchten wir,
ob RhoA nach bakterieller Stimulation von TLR2 in 293-TLR2 Zellen mit Mitgliedern der
PKC Familie interagiert. Eine Analyse der Gesamtzellysate im Vorfeld zeigte, dall die
atypischen PKC Isoformen in 293-TLR2 Zellen endogen stark exprimiert wurden. Bei
Stimulation mit HKSA assoziierte nur die atypische PKC Isoform { (Abb. 17A), nicht
aber andere PKC Familienmitglieder wie PKC6 or PKCO (Daten nicht gezeigt) mit der
GTPase RhoA. Die Interaktion von RhoA mit PKC{ war eindeutig stimulusabhédngig. Die
Assoziation der beiden Proteine wurde in einem Zeitrahmen beobachtet, der im Vergleich
zum fiir die Rho Aktivierung ermittelten Zeitverlauf leicht verspdtet war.
Kontrollexperimente, bei denen statt des Rho-spezifischen Antikorpers ein beliebiger

monoklonaler Antikérper zur Immunoprézipitation eingesetzt wurde, zeigten keine
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Abb. 17: PKC{ reprisentiert ein potentielles Downstreamtarget von RhoA

(A) 293-TLR2 Zellen wurden mit Myc-RhoAwt 24 h vor der Stimulation mit HKSA transfiziert. Anti-RhoA
Immunopréizipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Die
Detektion erfolgte mit einem spezifischen Antikorper fiir PKCCE (obere Reihe). Immunoblots (IB) zeigen die
Menge an immunopréizipitiertem RhoA pro Zeitpunkt und die Expression von PKCC in den
Gesamtzellysaten. (B) Aktivierung von RhoA nach Inhibierung von PKCC. 293-TLR2 Zellen wurden mit
Myc-RhoAwt 24 h vor der Stimulation transfiziert. Um die Kinaseaktivitdt von PKCC zu inhibieren, wurden
die Zellen 60 min vor der Stimulation mit dem fiir PKC( spezifischen inhibitorischen Pseudosubstrat (PKCC
ps, 30 uM) inkubiert. Obere Reihe: Jedes Lysat wurde einer Affinititspréazipitation mit GST-RBD
unterworfen. Die an die GST-RBD gebundenen Proteine wurden anschlieBend mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Die Detektion von RhoA erfolgte mit einem
spezifischen Antikdrper. Die untere Reihe zeigt die Expression an RhoA in den Gesamtzellysaten der

verschiedenen Zeitpunkte. (Immunoblot =IB)
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Assoziation von PKCC (Daten nicht gezeigt), so da3 die gefundene Interaktion von RhoA
und der PKC Isoform als spezifisch angesehen werden kann. Um die Rolle von PKC( auf
die von TLR2 induzierte Aktivierung von RhoA zu analysieren, wurde die Aktivitit von
PKCC mit einem spezifischen, inhibitorischen Pseudosubstrat (PKCC ps) blockiert. Die
Behandlung mit dem Pseudosubstrat beeinflullite die Aktivierung von RhoA in 293-TLR2
Zellen nicht (Abb. 17B). PKCC reprisentiert demnach ein mogliches Downstreamtarget
fiir RhoA.

Da atypische PKC Isoformen (aPKCs), so auch PKCC, eine entscheidende Rolle in
der Regulation verschiedener NF-kB-Aktivierungssignalwege spielen (Diaz-Meco et al.,
1993; Sanz et al., 2000), untersuchten wir schlieBlich, ob aPKCs auch die bakteriell
induzierte NF-kB-Aktivierung in 293-TLR2 Zellen kontrollieren (Abb. 18). Die selektive
Inhibierung aller konventionellen PKC Isoformen mit dem Inhibitor Ro-31-8220 hatte im
Vergleich zur Kontrolle (mit DMSO behandelte Zellen) keinen Effekt auf die NF-xB-
abhingige Genexpression. Dariiberhinaus fiihrte auch eine mehrstiindige Inkubation mit
Phorbolester (PMA), die eine Herunterregulierung der Expression aller konventionellen
und neuartigen PKC Isoformen hervorruft (Wooten et al., 2000), zu keiner Reduktion der
NF-kB Aktivierung. Beide Befunde weisen darauthin, da3 weder konventionelle noch
neuartige PKCs am TLR2 Signaling zu NF-kB in 293-TLR2 Zellen beteiligt sind. Um zu
beurteilen, ob die atypische PKC isoform ( stattdessen eine Rolle in der HKSA
induzierten NF-kB-Aktivierung spielt, wurden 293-TLR2 Zellen mit PKC( ps wie bereits
beschrieben vorbehandelt oder mit dominant-negativer PKCC (PKCCdn) transfiziert. Beide
Ansitze resultierten in einer Reduktion der NF-kB-abhédngigen Genexpression von jeweils
40-50% (Abb. 18). Im Gegensatz hierzu beeinfluBte die Uberexpression von Wildtyp
PKCC (PKCC wt) die von TLR2 induzierte NF-kB-Aktivierung nicht.
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Abb. 18: PKC( reguliert die von TLR2 induzierte NF-kB Aktivierung

293-TLR2 Zellen wurden nach der Transfektion der Reporterplasmide 5Sx NF-kB und B-Gal (Plasmid der 8-
Galaktosidase) entweder mit leerem Expressionsvektor (Kontrolle) oder den angezeigten PKCC-Konstrukten
kotransfiziert. Die Zellen wurden entweder mit Phorbolester (PMA, 1 uM) iiber Nacht, mit dem PKC{
spezifischen Pseudosubstrat (PKCC ps, 30 uM) 60 min oder mit dem konventionellen PKC Inhibitor Ro-31-
8220 (5 uM) 30 min lang vorinkubiert. Die Zellen blieben entweder unstimuliert (leere Balken) oder wurden
2-4 h lang mit HKSA stimuliert (ausgefiillte Balken). Die Aktivitit der Luziferase ist in Form der
artifiziellen Einheit RLU (relative luciferase units) ausgedriickt. (Alle Balken reprasentieren Mittelwerte von

mindestens 3 unabhingig durchgefiihrten Experimenten.)
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Wie bereits zuvor gezeigt, reguliert der von TLR2 induzierte Rho-abhingige Signalweg
die NF-kB-abhdngige Gentranskription durch die direkte Kontrolle der Transkriptions-
aktivitit von p65. Aus diesem Grund war es naheliegend, den Effekt von PKCC sowohl
auf die Degradierung von IkBa als auch auf die Transaktivierung von p65 zu analysieren.
Der Zeitverlauf der IkBa Degradierung wurde in Gegenwart des PKCC Pseudosubstrates
(PKCC ps) nicht beeinfluBit (Abb. 19A), was darauf schlielen 146t, daB PKC{ die NF-kB
Aktivierung unabhéngig von IkBa reguliert.

Um zu bestitigen, daB die PKC Isoform NF-kB durch Beeinflussung der
Transkriptionsaktivitdt von p65 kontrolliert, wurden 293-TLR2 Zellen mit dem chiméren
Protein Gal4-p65 und dem dazugehorigen Reporterplasmid transfiziert. Die
Vorbehandlung mit PKCC ps fiihrte zu einer Senkung der Transkriptionsaktivitit von p65
um etwa 50% (Abb. 19B). Ubereinstimmend damit reduzierte dominant-negative PKC(
(PKCCdn) die Transaktivierung von p65 in vergleichbarer Gréf3enordnung (um ca. 60%).
Die Transfektion von PKC{wt beeinflulte die Aktivitit von p65 dagegen nicht.
Zusammenfassend 148t sich somit festhalten, dal3 die atypische PKC Isoform { Bestandteil
einer von RhoA regulierten Signalkaskade ist, die gezielt die Transkriptionsaktivitdt der
NF-kB-Untereinheit p65 kontrolliert. Im Rahmen dieser zur Aktivierung von NF-xB
fiihrenden Signalkaskade fungiert PKCC als Downstreameffektor von RhoA.
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Abb. 19: PKC( ist in die Transaktivierung von p65 involviert

(A) IxkBa Degradierung in 293-TLR2 Zellen: Die Zellen blieben entweder unbehandelt (Kontrolle, obere
Reihe) oder wurden 60 min lang mit. PKC( ps (30 uM) preinkubiert (untere Reihe). Nach der Stimulierung
mit HKSA wurden die Lysate jedes Zeitpunktes (50 pg) mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran transferiert. IkBa wurde mit einem spezifischen Antikorper detektiert. (B) Um die
Transaktivierung von p65 zu analysieren, wurden 293-TLR2 Zellen nach Transfektion mit der
Reporterkombination pFR-Luc und pGAL4-p65 entweder mit einem Kontrollvektor oder den angezeigten
Konstrukten kotransfiziert bzw. 60 min lang mit PKCE ps (30 uM) preinkubiert. Die Zellen blieben
entweder unstimuliert (leere Balken) oder wurden 5 h lang mit HKSA (ausgefiillte Balken) stimuliert. Die
Aktivitdt der Luziferase ist in Form der artifiziellen Einheit RLU (relative luciferase units) ausgedriickt.

(Alle Balken représentieren Mittelwerte von mindestens 3 unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.)
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4.2.5 RhoA kontrolliert das von TLR?2 induzierte Membran-Blebbing

Ahnlich wie die anderen Mitglieder der Rho GTPasen Familie spielt RhoA eine zentrale,
regulierende Rolle in der Reorganisation des Zytoskeletts (Hall, 1998). In diesem
Zusammenhang auffallend war die Anhdufung von signifikanten morphologischen
Veranderungen, wie Zellabrundung, Schrumpfungen sowie das Auftreten von
dynamischen Membranausstiilpungen (Membran-Blebbing) in 293-TLR2 Zellen, die mit
geringen Mengen von Wildtyp RhoA (100 ng cDNA) transfiziert und anschlieend
stimuliert wurden. Auch bei Verwendung des 16slichen Liporoteins Malp-2 als TLR2
spezifischer Stimulus an Stelle der partikuliren Suspension von hitze-inaktivierten S.
aureus konnten vergleichbare phinotypische Verdnderungen beobachtet werden. Die
beschriebenen morphologischen Verdanderungen beruhten auf der Stimulierung von TLR2
und traten nicht in unstimulierten, Rezeptor-exprimierenden Zellen auf. Um die Funktion
von RhoA in der von TLR2 induzierten Zellkontraktion und dynamischen Bleb-Formation
genauer aufzukldren, wurden geringe Mengen eines EGFP-kodierenden Expressions-
vektors sowie entweder EGFP-RhoAwt oder dominant-negatives RhoA (EGFP-
RhoAN19) in 293-TLR2 Zellen transfiziert. Um die im Zuge der bakteriellen
Stimulierung auftretenden dynamischen, phinotypischen Veridnderungen aufzuzeichnen,
wurde mit Hilfe von Videomikroskopie iiber einen Zeitraum von 15-30 Minuten alle 60
Sekunden ein Bild aufgenommen. Die einzelnen Daten des Live-Cell-Imagings wurden
schlieflich zu Filmen digitalisiert und konnen in Kiirze unter folgender Homepage

abgerufen werden: http://www.scripps.edu/imm/knaus/research.htm .

Im Folgenden wurde von einigen der durchgefiihrten viodeomikroskopischen
Experimente jeweils eine reprasentative, EGFP-exprimierende Zelle zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten der Stimulation ausgewdhlt und dargestellt (t = 0 bzw. 20 min)
(Abb. 20). In 293-TLR2 Zellen, die mit EGFP-kodierendem Expressionsvektor transfiziert
waren, konnten 20 min nach Stimulation mit HKSA keine dynamischen

Membranausstiilpungen (Membran-Blebbing) beobachtet werden. In einigen Zellen


http://www.scripps.edu/imm/knaus/research.htm

Ergebnisse 56

konnten Kontraktionen festgestellt werden, die vermutlich auf Temperaturunterschiede
und Kohlendioxidmangel im Kulturmedium wihrend der fast halbstiindigen
Durchfithrung des Live-Cell-Imagings zuriickzufiihren sind (Abb. 20A). Auch die
Expression von EGFP-gekoppeltem Racl induzierte keine stimulusabhéngige Formation
von Membran-Blebs (Daten nicht in der schriftlichen Form der Arbeit gezeigt, aber auf
der zuvor angegebenen Web-Seite in Kiirze als Film abrufbar). Im Gegensatz hierzu
zeigten 293-TLR2 Zellen, die mit der Wildtypform von EGFP-gekoppeltem RhoA
transfiziert waren, starke Kontraktionen und das Einsetzen von Zellabrunden bereits 5-10
Minuten nach Stimulation mit S. aureus. Das Zeitintervall dieser ersten signifikanten
morphologischen Verdnderungen stimmt interessanterweise genau mit dem fiir die
Aktivierung von RhoA in diesen Zellen ermittelten Intervall {iberein (Abb. 13A). 12-15
Minuten nach Bakterienzugabe setzte in den mit EGFP-RhoA transfizierten Zellen
dynamisches Membran-Blebbing ein (Abb. 20B). Die starke Kontraktion und die
Membranausstiilpungen basierten eindeutig auf der Stimulus induzierten Aktivitdt von
RhoA, da die Expression von dominant-negativem EGFP-RhoA (RhoAN19) die
beschriebenen morphlogischen Effekte vollstindig inhibierte (Abb. 20C).

Eine Verbindung zwischen RhoA und der Serine/Threonin Kinase ROCK im
Bezug auf die Ausbildung von Membran Blebs konnte schon in PC12 und Neuroblastoma
Zellen gezeigt werden (Mills et al., 1998, Hirose et al., 1998). Um beurteilen zu konnen,
ob die durch HKSA induzierte Zellschrumpfung und Ausbildung von
Membranausstiilpungen auf der Aktivitit von ROCK beruhten, wurden 293-TLR2 Zellen
vor der Stimulation mit dem hoch spezifischen ROCK-Inhibitor Y27632 inkubiert
(Ishizaki et al., 2000) (Abb. 20D). Die Inhibierung von ROCK verhinderte die Rho-
abhédngige Zellabrundung sowie das Auftreten von Membran-Blebbing in 293-TLR2
Zellen. Somit hingt die Formation der Blebs in 293-TLR2 Zellen von der bakteriell
induzierten Aktivierung der Kinase ROCK ab. Andererseits konnte keine Involvierung

von ROCK in der von TLR2 vermittelten NF-xB Aktivierung nachgewiesen werden
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Abb. 20: RhoA kontrolliert das von TLR2 induzierte apoptotische Membran-Blebbing mit Hilfe von
ROCK

293-TLR2 Zellen wurden entweder mit EGFP-kodierendem Expressionsvektor (A), EGFP-RhoAwt (B, D,
E) oder EGFP-RhoAN19 (C) 20 h vor der Stimulation mit HKSA transfiziert. Aulerdem blieben die Zellen
entweder unbehandelt (A, B, C) oder wurden 30-60 min mit dem ROCK-Inhibitor Y27632 (10 uM) (D)
oder dem PKCC Pseudosubstrat (30 uM) vorinkubiert (E). Ab dem Zeitpunkt der Bakterienzugabe (t = 0)
wurde fiir einen Zeitraum von mindestens 20 min pro Versuchsansatz alle 60 s ein Bild aufgenommen. Von
jedem Experiment wurde jeweils eine reprisentative, EGFP exprimierende Zelle zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten ausgewdhlt und dargestellt (t = 0 bzw. 20 min). Die linke Spalte zeigt das EGFP-
Fluoreszenzbild der pro Versuchsansatz jeweils ausgesuchten Zelle zum Zeitpunkt der Stimulation (t = 0).
Die mittlere Spalte zeigt jeweils die gleiche Zelle zum Zeitpunkt der Stimulation im Phasenkontrast. In der
rechten Spalte sind die Phasenkontrastbilder der Zellen 20 min nach der Stimulierung mit HKSA dargestellt.
(Die roten Pfeile deuten auf Stimulus induzierte apoptotische Membran-Bleb. Mindestens zwei unabhéngige
Experimente wurden jeweils durchgefiihrt, aber die Bilder eines reprdsentativen Experimentes wurden

gezeigt.)

(Daten nicht gezeigt), was vermuten 14t, dal ROCK ausschlieBlich als Rho-Effektor in
einer Signalkaskade agiert, die zu den beschriebenen morphologischen Veridnderungen
wie Membran-Blebbing fiihrt. PKC(, die als potentielles Downstreamtarget von RhoA im
p65 Transaktivierung-Signalweg identifiziert werden konnte (Abb. 17 - 19), ist dagegen
nicht Bestandteil der Blebbing induzierenden Signalantwort. Tatsdchlich verstirkt die
Inhibierung von PKC( die Rho-abhingige Bleb Formation in geringem Ausmal} (Abb.
20E).

Drei Stunden nach der Stimulation mit HKSA zeigten 65-80% der EGFP-RhoAwt
exprimierenden aber nur etwa 3% der mit EGFP-kodierendem Expressionsvektor
transfizierten 293-TLR2 Zellen signifikantes Membran Blebbing. Um die Rho-abhéngigen
Veranderungen auf der Ebene des Zytoskelettes zu visualisieren, wurden die Zellen im
Anschlufl an die mehrstiindige Stimulierungsperiode mit 4% Paraformaldehyd fixiert und
die Aktinfilamente mit Phalloidin gefarbt (Abb. 21). Im Gegensatz zu den Kontrollzellen

war in den stimulierten, EGFP-RhoAwt exprimierenden Zellen eine starke
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Zellschrumpfung sowie die Ausbildung grofler Membranausstiilpungen deutlich

erkennbar.
EGFP Phalloidin .
Fluoreszenz Anfiarbung Uberlappung
EGFP
EGFP
RhoAwt

Abb. 21: Die von RhoA regulierte Membran-Bleb Formation verlauft als kontrollierter Prozef3
293-TLR2 Zellen wurden entweder mit EGFP-kodierendem Expressionvektor (obere Reihe) oder mit
EGFP-RhoAwt (untere Reihe) 20 h lang transfiziert. Die Zellen wurden schliellich mit HKSA 3 h lang
stimuliert, fixiert und mit Phalloidin gefarbt. Linke Spalte: EGFP-Fluoreszenz der transfizierten Zellen
(griin). Mittlere Spalte: Phalloidinfirbung (rot). Rechte Spalte: Uberlappung beider Bilder.

Die Anfirbung mit Phalloidin belegte, daBl trotz der Rho-regulierten signifikanten

Umorganisation des Zytoskelettes die Plasmamembran unzerstort blieb, was auch daran
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erkennbar war, dafl Zytoplasma nicht in die lokale Umgebung der Zelle ausgetreten war.
Die gezeigten Daten weisen eindeutig daraufhin, daBl es sich bei den von TLR2
induzierten Rho-abhidngigen morphologischen Verdnderungen um einen kontrollierten
Vorgang handelt. So erinnert auch die Formation der Membran-Blebs an die Abschniirung
sogenannter apoptotischer Kdrper (engl.: apoptotic bodies), die generell beim Eintreten

von Apoptose in den betroffenen Zellen beobachtet werden kann.

4.2.6 Rho kontrolliert die friih-apoptotischen Ereignisse durch ROCK

Wihrend der Apoptose, die auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird, durchlaufen
die Zellen verschiedene strukturelle Verdnderungen. Vor allem Stérungen in der
Plasmamembran, die einen Verlust der Asymmetrie in der Phospholipidschicht
hervorrufen, sind charakteristisch fiir Zellen im friih-apoptotischen Stadium (Cohen,
1993). Aminophospholipide wie beispielsweise Phosphatidylserin befinden sich in
lebenden Zellen vorzugsweise an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamenbran.
Kommt es zur Apoptose, so relokalisieren diese Phosphatidylserinreste von der Innen- an
die AuBenseite der Plasmamembran. Die spezifische, hochaffine Bindung von Annexin V-
Konjugaten an exponierte Phosphatidylserinreste erlaubt schlieBlich die Differenzierung
zwischen apoptotischen (Annexin V-positiv) und nicht-apoptotischen Zellen (Annexin V-
negativ). Um zu bestimmen, ob die beobachteten von TLR2 vermittelten morphologischen
Veranderungen Bestandteil eines apoptotischen Prozesses sind, wurden 293-TLR2 Zellen
entweder mit EGFP-kodierendem Vektor (Kontrolle) oder mit EGFP-RhoAwt bzw.
EGFP-RhoAN19 transfiziert. Im AnschluB3 an die Stimulation mit HKSA wurden die
Zellen mit einem Komplex aus Annexin V, das an Biotin gekoppelt war (Annxin V-
Biotin), und Streptavidin-TriColor gelabelt und dann mit Hilfe eines FACS analysiert
(Abb. 22). Nach einer Stimulationsperiode von 1h waren lediglich 3-5% der mit EGFP-
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transfizierten Kontrollzellpopulation Annexin V-positiv. Die Annexinfiarbung der

Kontrollzellen war allerdings stimulusunabhingig und reflektierte vermutlich die
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Abb. 22: RhoA reguliert die von TLR2 induzierte apoptotische Annexinfirbung in 293-TLR2 Zellen

FACS Analyse von 293-TLR2 Zellen: Die Zellen wurden entweder mit EGFP-kodierendem
Expressionsvektor (Kontrolle) oder den angegebenen Konstrukten transfiziert. Die Zellen blieben weiterhin
entweder unbehandelt oder wurden 30 min lang mit dem ROCK-Inhibitor Y27632 (10 uM) vorbehandelt.
293-TLR2 Zellen waren entweder unstimuliert (-) oder wurden 1 h lang mit HKSA inkubiert (+).
Anschlieflend erfolgte eine Farbung mit Annexin V-Biotin und Streptavidin-TriColor und die Analyse am
FACS. Die présentierten Daten sind als Prozentsatz der Annexin V-positiven Zellen in der Population aller

mit EGFP transfizierten Zellen ausgedriickt. Ein représentatives Experiment wurde jeweils dargestellt (n=2).

Hintergrundfarbung der eingesetzten Fluorophorkombination (,,Sandwich-Fluorophor).
Einen vergleichbaren Prozentsatz an Annexin-positiven Zellen wurde auch bei

unstimulierten RhoA-exprimierenden Zellen detektiert. Wurden die mit RhoA
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transfizierten Zellen dagegen bakteriell stimuliert, kam es zu einem 4-5 fachen Anstieg
des Anteils an Annexin V-positiven Zellen im Verhéltnis zur Gesamtzellpopulation (Abb.
22). Zusitzliche mikroskopische Immunofluoreszenzstudien zeigten, dal zu einem
spiteren Zeitpunkt (nach 3-stiindiger Stimulationsdauer) bereits 70-80% der RhoA-
exprimierenden Zellen, aber nur weniger als 10% der Kontrollzellen als Annexin-positiv
identifiziert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Durch Preinkubation mit dem ROCK-
Inhibitor Y27632 konnte der RhoA-abhingige Anstieg des Anteils an Annexin V-
positiven Zellen eindeutig inhibiert werden (Abb. 22). Die Expression von dominant-
negativem RhoA (RhoAN19) resultierte in einem Anteil an Annexin-positiven Zellen, der
sich im Bereich der Hintergrundfirbung bewegte. Ahnlich wie das zuvor beschriebene
Membran-Blebbing ist somit die Exponierung der Phosphatidylserinreste abhéngig von
der bakteriell induzierten Aktivitit der Proteine RhoA und ROCK. Zusammenfassend 143t
sich festhalten, daB3 die beobachteten dynamischen, morphologischen Verdanderungen in
293-TLR2 Zellen Bestandteil eines apoptotischen Prozesses sind, der nach bakterieller
Stimulation von TLR2 induziert und von der Signalkaskade RhoA — ROCK reguliert

wird.

4.2.7 Apoptotisches Membran-Blebbing in Monozyten benoétigt ROCK and MLCK

Die dargestellten Daten belegen, dal die Stimulation von TLR2 zwei unterschiedliche
Signalwege initiiert: Die Aktivierung von NF-«B und die Induktion von friih-
apoptotischem Membran-Blebbing. Allerdings muf3 in diesem Zusammenhang betont
werden, daB die bisher beschriebenen TLR2-vermittelten und Rho-abhingigen
morphologischen Verdnderungen ausschlieBlich in epithelialen Zellen, die TLR2 stabil
exprimierten, beobachtet wurden. Obwohl 293-TLR2 Zellen als leicht transfizierbare,
adhédrente Zellen im allgemeinen ein gutes Arbeitsmittel zum Studium der von TLR2

induzierten Signalkaskaden darstellen, sollte dennoch immer wieder beriicksichtigt
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werden, dal diese Zellinie im Prinzip nur Modellstudien liefern kann. Aus diesem Grund
war es wichtig zu untersuchen, ob der in den humanen monozytischen Zellen THP-1
natiirlicherweise exprimierte Toll-dhnliche Rezeptor 2 vergleichbare apoptotische
Ereignisse hervorruft. Unter Serumentzug gelang es erstmals, die Suspensionszellen an
Glasoberflichen (Deckgldser) anzulagern. Wie mit Hilfe von Phalloidinanfarbungen
festgestellt werden konnte, zeigen unstimulierte, nicht-preaktivierte THP-1 Zellen den fiir
Monozyten bzw. Makrophagen typischen rundgeformten Phidnotyp (Abb. 23). Eine 10-
stiindige Stimulation der Monozyten mit HKSA oder dem 16slichen Lipoprotein Malp-2
verursachte jeweils drastische morphologische Verdnderungen wie Zellschrumpfung und
die Formation signifikanter Membran-Blebs. Mit Hilfe von RT-PCR konnte die endogene
Expression mehrerer unterschiedlicher TLR Isoformen in THP-1 Zellen nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung von zwei TLR2-spezifischen Stimuli
weist aber deutlich darauthin, dal3 die beobachteten Effekte auf der Stimulation von TLR2
beruhen. Eine Vorbehandlung der THP-1 Zellen mit dem ROCK-Inhibitor Y27632
resultierte in der signifikanten Inhibierung des TLR2-vermittelten Membran-Blebbings,
was darauf hindeutet, dal ROCK dhnlich wie in 293-TLR2 Zellen auch in die Ausbildung
der Membran-Blebs in Monozyten involviert ist. Um zu beurteilen, ob es sich bei den
phénotypischen Effekten um Apoptose handelt, wurden die Zellen in einem
Parallelexperiment mit FITC-konjugiertem Annexin V inkubiert (Abb. 23). Sowohl die
unstimulierten Kontrollzellen als auch die mit Y27632 vorbehandelten Zellen zeigten
keine signifikante Annexin V-Féarbung. Im Gegensatz hierzu wurden stimulierte THP-1
Zellen, die deutliches Membran-Blebbing zeigten, als Annexin V-positiv identifiziert.
Interessanterweise stimmten die Annexin-positiven Regionen auf den einzelnen Zellen in
hohem Malle mit den Bereichen, in denen Membranausstiilpungen beobachtet werden

konnten, iiberein (Abb. 23).
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Abb. 23: Gram-positive Stimuli induzieren apoptotisches Membran-Blebbing in Monozyten

Immunofluoreszenz von THP1-CD14: THP-1 Zellen wurden auf Deckgliser gesit und einem 14-stiindigen
Serumentzug unterworfen. Die Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden 30 min lang mit Y27632
(10 uM) vorinkubiert. Die anschlieBende 10-stiindige Stimulierung erfolgte entweder mit HKSA oder dem
16slichen Lipoprotein Malp-2. Unstimulierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Im Anschluf an die
Stimulation wurden die Zellen fixiert und entweder mit Phalloidin oder Annexin V-FITC angeférbt. Linke
Spalte: Phalloidinfarbung (rot). Rechte Spalte: Annexin V-farbung (griin). (Zwei unabhéngige Experimente

wurden jeweils durchgefiihrt, ein reprasentatives ist dargestellt.)

Zusitzlich zu den Immunofluoreszenzstudien wurden die stimulusinduzierten
Membranstorungen der THP-1 Zellen mittels FACS untersucht (Abb. 24). Hierbei wurde
eine Doppelfiarbung mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid (PI) durchgefiihrt, um die
Exposition von Phosphatidylserin in intakten Zellen zu detektieren. Generell gibt die
Intensitét der PI-Farbung Aufschluf} iiber die Intergritidt der Plasmamembran und erlaubt
so die Differenzierung zwischen nekrotischen und frith-apoptotischen Zellen innerhalb der
Annexin V-positiven Zellpopulation. Nach der 10-stiindigen Stimulation mit HKSA oder
Malp-2 waren schidtzungsweise jeweils 50% der Gesamtzellpopulation Annexin V-positiv
(Abb. 24, b und c). Der relative Anteil an Zellen, der nach Stimulation mit PI gefarbt war,
variierte zwischen 2-8% und unterschied sich nicht signifikant von dem Prozentsatz an PI-
positiven Zellen innerhalb der unstimulierten Population. Unter den gewéhlten
experimentellen Bedingungen reprédsentierten die Mehrheit der Annexin V-positiven
Zellen somit frith-apoptotische und nicht nekrotische Zellen. Die Vorbehandlung der
THP-1 Zellen mit Y27632 inhibierte die stimulusinduzierte Annexin V-Fiarbung nahezu
vollstindig (Abb. 24, d), was betont, dal ROCK auch in Monozyten in die apoptotischen
Ereignisse involviert ist. Da die Phosphorylierung von MLC (engl.: myosin light chain)
essentiell fiir die Ausbildung von dynamischen Membran-Blebs ist (Mills et al., 1998),
wurde analysiert, ob die von TLR2 vermittelten morphologischen Verdnderungen auf der

Phosphorylierung von MLC beruhen.
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Abb. 24: Die von TLR2 induzierte apoptotische Annexin V-Firbung wird in Monozyten von ROCK
und MLCK kontrolliert

FACS Analyse von THP1-CD14: Die Monozyten blieben entweder unbehandelt (a, b, ¢) oder wurden 30
min lang vorinkubiert mit Y27632 (10 uM) (d) oder dem fiir MLCK spezifischen Inhibitor ML-7 (20 uM)
(e). Die Zellen waren entweder unstimuliert (a) oder wurden mit HKSA (b, d, e) bzw. Malp-2 (c) 10 h lang
stimuliert. Im AnschluB wurden die Monozyten gleichzeitig mit FITC-konjugiertem Annexin V und
Propidiumiodid (PI) inkubiert. Linke Spalte: Annexin V-Fiarbung. Rechte Spalte: PI-Farbung. Ml
représentiert den Prozentsatz an positiv gefarbten Zellen innerhalb der Gesamtzellpopulation. Die Féarbung
mit PI erlaubt eine Differenzierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen innerhalb der Annexin
V-positiven Zellpopulation. (Zwei unabhédngige Experimente wurden jeweils durchgefiihrt, ein

reprisentatives ist dargestellt.)

Im allgemeinen wird MLC von MLCK (engl.: myosin light chain kinase) und/oder von
ROCK phosphoryliert (Mills et al., 1998, Totsukawa et al., 2000, Amano et al., 2000). Die
Aktivitdit von MLCK in Zellen kann mit dem spezifischen Inhibitor ML-7 blockiert
werden. Die Vorbehandlung von THP-1 Zellen mit ML-7 fiihrte zu einer Inhibierung der
Phosphatidylserin-Exponierung, die auf eine Involvierung von MLCK und MLC in der
von TLR2 initiierten strukturellen Membranverdnderungen schlieBen 14B3t. Da die
Stimulation von TLR2 durch die Aktivierung von NF-kB die Sekretion des
proinflammatorischen Zytokins TNF-a hervorruft, das durch Stimulierung von TNFR
(Tumornekrosefaktor Rezeptor) den Zelltod in vielen verschiedenen Zelltypen induzieren
kann, muflte eine Involvierung von TNFa in der beobachteten Apoptose ausgeschlossen
werden. Hierzu wurde produziertes und von THP-1 Zellen freigesetztes TNFa mit einem
spezifischen Antikdrper abgeblockt. Da der Gebrauch dieses Antikdrper keinen Effekt auf
die Annexin V-Fiarbung in den Monozyten hatte (Daten nicht gezeigt), kann davon
ausgegangen werden, dall die beschriebenen apoptotischen Ereignisse direkt durch eine

von TLR2 induzierte Signalkaskade verursacht werden.
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle von Racl in der TLR2-induzierten NF-kB Aktivierung

Humane Toll-dhnliche Rezeptoren (TLRs) sind in der Lage, unterschiedlichste
Bestandteile von Bakterien zu erkennen und somit die primédre Immunantwort einzuleiten.
Obwohl die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und die sich anschliefende
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen fiir eine effiziente primédre Immunitét
grundlegend sind, besteht immer noch weitgehend Unklarheit bei den von TLRs initiierten
intrazelluldren Signalwegen. Aufgrund ihrer Homologie zum IL-1R (Interleukin-1
Rezeptor) wurde bisher angenommen, da3 auch TLRs die Signalkaskade bestehend aus
MyD88, IRAK, TRAF6 und IKK, die zur Proteolyse des Inhibitors IxkB und schlieBlich
zur Freisetzung von NF-kB fiihrt, aktivieren (O’Neill, 2000). Die im Rahmen dieser
Arbeit dargestellten Daten weisen jedoch eindeutig daraufthin, dafl bei der bakteriellen
Stimulierung von TLR2 =zusitzliche, fiir die Aktivierung von NF-xB essentielle,
Signalwege induziert werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden, daB3 die von
TLR2 induzierte Aktivierung der NF-kB-abhingigen Gentranskription einen parallelen
Signalweg benétigt, der von Racl, einem Mitglied der Ras Superfamilie der kleinen
GTPasen, kontrolliert wird. Eine Funktion der Rho GTPasen in der Aktivierung von NF-
kB wurde fiir die Agonisten TNF-a und II-1B bereits zuvor beschrieben (Perona et al.,
1997, Singh et al.,, 1999). Weiterhin konnte in Zellinien, in denen aktives Racl die
Produktion von reaktiven Sauerstoffintermediaten induziert, die nukledre Translokation
von NF-xB bei Uberexpression von dominant-negativem Rac1 blockiert werden (Sulciner
et al., 1996). In diesem Fall wurde davon ausgegangen, dafl Rac die Phosphorylierung von
IxB tiber einen redox-abhdngigen Signalweg reguliert. Die im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Daten demonstrieren allerdings, dal der von TLR2 aktivierte Racl-
abhingige Signalweg die Transkriptionsaktivitit der NF-kB-Untereinheit p65/RelA

gezielt reguliert, ohne die Degradierung von IxkB zu beeinflussen.
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Im Zuge der Stimulierung mit HKSA bindet Racl transient an den Guaninnukleotid-
Austauschfaktor Vavl in THP-1 Zellen. Der Zeitverlauf der Komplexformation der
beiden Proteine stimmt dabei sehr gut mit der fiir die Aktivierung von Racl ermittelten
Zeitspanne liberein. Die zur Tyrosinphosphorylierung von Vav und der darauffolgenden
Aktivierung von Rac fiihrenden Ereignisse sind Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.
Studien anderer Gruppen zeigten, dafl vor allem Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der Src-
und Syk-Familie bei der in vivo und in vitro Phosphorylierung von Vav eine
entscheidende Rolle spielen (Bustelo, 2000). Eine Involvierung dieser Kinasen in die
Phosphorylierung und Aktivierung von Vavl in Folge bakterieller Stimulation von THP-1
Zellen kann aufgrund der Verwendung spezifischer pharmakologischer Inhibitoren
allerdings ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). Einige Rezeptoren mit
intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitit wie beispielsweise der EGF-R (engl.: epidermal
growth factor receptor) oder der NGF-Rezeptor Trk (engl.: tyrosine receptor kinase)
konnen im autophosphorylierten Zustand mit Vav direkt assoziieren und den
Austauschfaktor so vermutlich auch phosphorylieren (Bustelo, 2000). Da der Toll-
dhnliche Rezeptor 2 keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit besitzt, ist es
wahrscheinlich, da3 die TLR2-induzierte Vav Phosphorylierung von einer aktivierten
Rezeptor-Tyrosinkinase vollzogen wird. An der Identifizierung dieser Rezeptor-
Tyrosinkinase wird derzeit gearbeitet, und sie bleibt so im Rahmen dieser Arbeit noch
ungeklért.

Neben Racl ist auch die Aktivitdt von PI-3K fiir die von TLR2 vermittelte
Aktivierung von NF-kB essentiell. Tatséchlich erfolgt die Stimulus-induzierte
Aktivierung von Rac unabhingig von der Aktivitit der Kinase, so daf PI-3K als
Downstreamtarget von Racl in der zur NF-xB Aktivierung fiihrenden Signalkaskade
identifiziert werden konnte. Die biochemisch aktive GTP-gebundene Form von Racl kann
direkt an die regulatorische Untereinheit p85 binden und so die Aktivitit der PI-3K
erhohen (Zheng et al., 1994; Bokoch et al., 1996). Eine Involvierung von PI-3K in der

bakteriell induzierten NF-xB Aktivierung wurde schon aufgrund fritherer Studien
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vermutet (Reddy et al., 1997: Sizemore et al., 1999). In diesen Fillen war die Kinase
entweder in die Regulation der nukledren Translokation und des DNA-Bindevermdgens
von NF-kB oder in die Transaktivierung des Transkriptionsfaktors involviert. Die
Funktion der PI-3K varriiert vermutlich in Abhéngigkeit vom jeweils verwendeten Zelltyp
und eingesetzten Stimulus. Denn in der bakteriell induzierten, TLR2-vermittelten
Signalantwort reguliert PI-3K durch direkte Beeinflussung der Aktivitit von p65
ausschlieBlich die Transaktivierung von NF-kB.

Kiirzlich wurde ein Signalweg gefunden, der das Transaktivierungspotential von
p65 spezifisch erhoht, sobald die Transkriptionsuntereinheit an ihre Konsensussequenz
bindet (Sizemore et al., 1999; Jefferies & O'Neill, 2000). Die Phosphorylierung von p65,
die die Interaktion mit den Koaktivatorproteinen p300 und CBP ermdéglicht, nimmt dabei
eine Schliisselfunktion ein. Ob die im Rahmen dieser Arbeit dargestellte Racl — PI-3K
Kaskade die Transkriptionsaktivitit von p65 mittels Phosphorylierung kontrolliert, ist
noch nicht vollstindig geklart. Vorldaufige Daten (nicht gezeigt) deuten aber daraufhin.
AbschlieBend soll noch einmal hervorgehoben werden, dall es sich bei der postulierten
Racl-abhingigen Signalkaskade nicht um eine Alternative zur herkdémmlichen MyD88 —
IKK Kaskade handelt. Vielmehr deuten die ermittelten Daten darauthin, dal} beide von
TLR2 induzierten Signaltransduktionswege nur durch Kooperation eine effiziente NF-xB-

abhéngige Gentranskription ermoglichen.

5.2 Die Bedeutung der RhoA — PKC{ Kaskade fiir die NF-kB Aktivierung

Genau wie Racl ist auch die GTPase RhoA an der bakteriell induzierten Aktivierung von
NF-kB beteiligt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal RhoA ebenfalls
eine Signalkaskade kontrolliert, die ausschlieBlich die Transaktivierung von NF-xB

reguliert, ohne die Degradierung des zytoplasmatischen Inhibitors IkB zu beeinflussen.
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Allerdings fungierte RhoA weder als Aktivator noch als Effektor fiir Racl in der TLR2-
vermittelten Signaltransduktionskaskade zu NF-kB. Die Stimulus-induzierte Aktivierung
von Rho erfolgte auBBerdem unabhingig von PI-3 Kinase, was demonstriert, dal RhoA die
nukledre Transaktivierung von p65 unabhédngig von der dargestellten Racl — PI-3K
Signalkaskade kontrolliert.

Wie bereits erwédhnt, wird vermutet, dal die Phosphorylierung von p65 die
Transkriptionsaktivitdt und die Interaktion mit spezifischen Enhancer-Elementen verstarkt
(Sizemore et al., 1999). Zu den potentiellen Kinasen, die in die p65 Phosphorylierung
involviert sind, gehdren die GSK-3f (Glykogensynthase-Kinase 3beta) (Hoeflich et al.,
2000), die MAPKs (Mitogen aktivierte Proteinkinasen) p38, p42 and p44 (Van der Berghe
et al., 1998), Akt (Sizemore et al., 1999) und die atypische PKC Isoform { (Leitges et al.,
2001). Innerhalb dieser Gruppe von Kinasen ist jedoch bisher nur fiir PKCC eine direkte
Interaktion mit p65 gezeigt worden. So phosphorylierte die atypische PKC Isoform die
Transkriptionsuntereinheit p65 in embryonischen Fibroblasten, die mit unterschiedlichen
Zytokinen inkubiert wurden. Die von PKC{-defizienten Médusen gewonnenen Fibroblasten
zeigten dagegen eine signifikant reduzierte kB-abhidngige Transkriptionsaktivitit nach
Zytokinstimulierung, ohne Defekte bei der IkB Degradierung oder der nukleédren
Translokation von NF-kB aufzuweisen (Leitges et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte eine transiente Assoziation von PKC{ mit RhoA bei TLR2 Stimulierung mit
Gram-positiven Bakterien gefunden werden. Der Proteinkomplex ist eindeutig
stimulusabhingig und zerfillt, sobald Rho deaktiviert wird. Dariiberhinaus ist auch PKC{
in die gezielte Regulation der Transkriptionsaktivitit von p65 involviert, so dafl die
Kinase als potentielles Downstreamtarget in einer von RhoA kontrollierten Signalkaskade
angenommen wird. Aktuelle Studien belegen, daB3 innerhalb der PKC Familie nur die
Gruppe der atypischen PKCs selektiv an das ,,Scaffold Protein® p62 bindet (Sanz et al.
1999, Sanz et al., 2000). Die direkte Interaktion zwischen p62 und dem Adapterprotein
TRAF6, das eine Schliisselrolle in der Signaltransduktion von IL-1R and TLR2 spielt,

bildet vermutlich die Grundlage fiir die Involvierung der atypischen PKCs in verschiedene
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NF-xB Aktivierungskaskaden. Moglicherweise kann so der von TLR2 initiierte Rho-
abhingige Signalweg mit der MyD88 — IKK Kaskade kooperieren und die Aktivierung

von NF-kB entsprechend effizient regulieren.

5.3 Die Bedeutung der RhoA — ROCK Kaskade fiir die bakteriell

induzierte Apoptose

Die Mitglieder der Familie der Rho GTPasen sind aufgrund ihrer Fahigkeit, sowohl auf
die Gentranskription als auch auf das Aktin-Zytoskelett einwirken zu konnen, in der Lage,
eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen miteinander zu koordinieren. So wurde eine
Beteiligung von RhoA an der Ausbildung von Stre3fasern und apoptotischen
Membranverdnderungen (Membran-Blebbing) in unterschiedlichen Zellsystemen
beschrieben (Donovan et al., 1997, Subauste et al., 2000). Die im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten Daten zeigen, dal RhoA nicht nur zur Aktivierung von NF-«xB unter
Beteiligung von PKC{ bendtigt wird, sondern auch in das von TLR2 induzierte
apoptotische Membran-Blebbing involviert ist. Der ROCK-Inhibitor Y27632 blockierte
die stimulusabhingige Bleb-Formation in 293-TLR2 and in THP-1 Zellen, so dal3 eine
Beteiligung des prominenten RhoA-Effektors ROCK an den beobachteten friih-
apoptotischen Membranstérungen in beiden Zellinien angenommen werden kann. Durch
Phosphorylierung  von  Downstreamtargets kann aktives ROCK  vermehrte
Zellkontraktilitdt, die Ausbildung von Membran-Blebs und schlielich die Abschniirung
von apoptotischen Kdrpern hervorrufen. Vor allem die Phosphorylierung von MLC (engl.:
myosin light chain), die von MLCK (MLC-Kinase) vollzogen wird, ist fiir die Ausbildung
von dynamischen Membran-Blebs essentiell (Mills et al., 1998). ROCK kann entweder
durch Aktivierung von MLCK (Amano et al., 1996; Kimura et al., 1996) direkt oder durch
Inaktivierung von MLC Phosphatase (Totsukawa et al., 2000) indirekt zur



Diskussion 73

Phosphorylierung von MLC beitragen. Hier konnte gezeigt werden, daf3 die Inhibierung
von MLCK mit dem selektiven Inhibitor ML-7 die apoptotischen Membranverinderungen
in THP-1 Zellen blockierte.

Wihrend die Schliisselstellung von ROCK bei der Formation von Membran-Blebs
allgemein akzeptiert ist, wird die Aktivierung der Kinase und ihre Funktion fiir die
Externalisierung der Phosphatidylserinreste kontrovers diskutiert. Zwei erst kiirzlich
erschienene Studien zeigten, dal ROCK-1 in der Anfangsphase der Apoptose von
Caspase-3 am C-Terminus gespalten und so unabhingig von RhoA konstitutiv aktiviert
wird (Coleman et al.,, 2001; Sebbagh et al., 2001). Andere Untersuchungen dagegen
belegten, daB Rho ROCK in PC12 Zellen aktiviert und somit apoptotisches Membran-
Blebbing induziert wird (Mills et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit konnte im
betrachteten friih-apoptotischen Stadium (bis zu 3 Stunden nach Stimulierung in 293-
TLR2 Zellen und bis zu 10 Stunden nach Stimulierung in Monozyten) keine durch
Caspasen induzierte Spaltung von ROCK-1 beobachtet werden. Die Spaltung von ROCK
wurde mittels Immunoblotting von Zellysaten, die von unbehandelten und bakteriell
stimulierten Zellen erhalten wurden, iiberpriift (Daten nicht gezeigt). In Ubereinstimmung
mit diesem Ergebnis war die Tatsache, dal Membran-Blebbing in 293-TLR2 Zellen durch
Transfektion von dominant-negativem RhoA inhibiert wurde. Vergleichbare Experimente
waren in THP-1 Zellen aufgrund der moderaten Transfektionseffizienz schwer
durchfiihrbar. Anstelle einer Transfektion mit dominant-negativen Konstrukten wurden
die Monozyten deshalb mit dem zellwandpermeablen Tat-C3 Protein inkubiert. Das C3
Protein ist ein Toxin, das RhoA in der Effektorregion ADP-ribosyliert und so die
Beeinflussung des Zytoskelettes durch Rho unterbindet. Die zweistiindige Vorinkubation
miteingeschlossen dauerte die Gesamtinkubationszeit des Toxins etwa 12 Stunden, was
die Féhigkeit zur Adhdrenz der THP-1 Zellen erheblich beeintrichtigte (Daten nicht
gezeigt). Mikroskopische Immunofluoreszenzstudien demonstrierten, dal von den ca.
20% tbrig gebliebenen adhdrenten Zellen keine einzige apoptotische Membran-Blebs

aufwies, sondern die fiir eine Inhibierung von RhoA charakteristischen ,,spinnenartigen‘
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Ausldufer zeigte (Sebbagh et al., 2001). Zusammenfassend ergeben die prisentierten
Daten ein detailiertes Bild von einer Signalkaskade bestehend aus RhoA, ROCK und
MLCK, die nach bakterieller Stimulierung von TLR2 apoptotisches Membran-Blebbing
induziert. Die Inhibierung von RhoA, ROCK und MLCK blockierte auflerdem die
Externalisierung von Phosphatidylserinresten, so dall eine biochemische Verbindung
zwischen der Bleb Formation und Stoérungen in der Asymmetrie der Phospholipidschicht
der Plasmamembran angenommen wird. Die Doppelfarbung mit Annexin V-FITC und
Propidiumiodid belegte, daB3 es sich bei nahezu allen Annexin-positiven Zellen um friih-
apoptotische Zellen handelte. Die Stimulierung von TLR2 mit Gram-positiven Bakterien
in Monozyten und epithelialen Zellen fiihrt demnach in erster Linie zu Apoptose und nicht
zu Nekrose. Der Eintritt von Nekrose an sich 10st bereits eine Immunantwort aus und hétte
so wihrend einer bakteriellen Infekltion ein Fortschreiten des Entziindungsprozesses zur

Folge.

5.4 RhoA als Knotenpunkt in der dualen Signaltransduktion von TLR2

Jingste Studien belegen, dal TLR2 zwei unterschiedliche, entweder parallel verlaufende
oder nacheinander geschaltete Signalwege initiiert, wobei einer in der Aktivierung von
NF-«B resultiert und der zweite Apoptose einleitet (Aliprantis et al., 1999, Aliprantis et
al., 2000). Entsprechend der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten divergiert das von
TLR2 ausgehende Signal auf der Ebene der kleinen GTPase RhoA, die als Schliisselfigur
im Zuge bakterieller Stimulation zwei unterschiedliche Signalwege reguliert: NF-«kB
Aktivierung und frith-apoptotisches Membran-Blebbing (Abb. 25). Diese Hypothese wird
vor allem von der Tatsache gestirkt, dal direkte Downstreamtargets von Rho jeweils nur

in einen der beiden Signalwege involviert sind: Die Aktivitit von ROCK wird nicht zur
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Abb. 25: Schematisches Modell zur Beschreibung der Schliisselfunktion von RhoA in der
Signaltransduktion von TLR2

Gram-positive Stimuli filhren zur TLR2-vermittelten Aktivierung der GTPase RhoA, die daraufhin zwei
unterschiedliche zelluldre Signalantworten auslost. Einerseits ist RhoA durch Regulation der p65
Transaktivierung an der Produktion proinflammatorischer Zytokine beteiligt. Dieser Signalweg involviert
PKCC und ist nicht Bestandteil der zur Aktivierung von p65 fithrenden Racl-abhiangigen Signalkaskade
oder des MyD88 — IKK Signalweges, der in der Degradierung von IxB resultiert. Andererseits kontrolliert
eine zweite RhoA-abhéngige Kaskade bestehend aus dem Rho-Effektor ROCK und MLCK das von TLR2-
vermittelte friih-apoptotische Membran-Blebbing.

TLR2-vermittelten Aktivierung von NF-kB bendtigt, ist andererseits aber essentiell fiir die
Ausbildung von Membran-Blebs, so dal ROCK ausschlieBlich in der zur Apoptose
fiihrenden Kaskade als Rho-Effektor fungiert. PKCC konnte dagegen zwar als potentielles
Downstreamtarget von Rho im p65-Transaktivierungssignalweg identifiziert werden,
beeinfluBte das Rho-abhidngige Membran-Blebbing jedoch nicht.

Wabhrscheinlich initiiert TLR2 die NF-xB Aktivierung und die apoptotische
Signalantwort nicht gleichzeitig, sondern nacheinander geschaltet. IkBa degradiert bereits
innerhalb von 10-15 Minuten in THP-1 und nach etwa 30-40 Minuten in bakteriell
stimulierten 293-TLR2 Zellen. Dagegen war das von TLR2 vermittelte Membran-
Blebbing in THP-1 Zellen erst 9-10 Stunden nach Stimulation signifikant erkennbar. In
293-TLR2 Zellen, die nicht mit RhoAwt transfiziert wurden, induzierte die Inkubation mit
bakteriellem Lipoprotein den Zelltod sogar erst nach ca. 50 Stunden (Aliprantis et al.,
1999). Es ist wichtig, hierbei herauszustellen, dal der endogene Rho Gehalt in 293-TLR2
Zellen vergleichsweise niedrig ist. Durch Supplementierung der Zellen mit mehr RhoA
(Transfektion von RhoAwt) wird der Eintritt der Apoptose um das 40-Fache beschleunigt,
ist aber immer noch vollkommen stimulationsabhéngig. Diese Beobachtungen lassen

insgesamt darauf schlieBen, daB8 unter physiologischen Bedingungen die von TLR2
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induzierte Aktivierung von NF-kB dem Einsetzen der frith-apoptotischen Signalantwort
zeitlich vorgeschaltet ist.

Die Kontrolle zweier zeitlich verschobener und funktionell gegensitzlicher
Signalantworten durch denselben Rezeptor erscheint zunichst fragwiirdig und spekulativ.
Tatsdchlich ist diese Dualfunktion aber nicht nur fiir TLR2, sondern auch fiir TNFR1
(Tumornekrosefaktor Rezeptor) und den Imd Signalweg (engl.: Immune deficiency) in
Drosophila beschrieben worden (Hoffmann & Reichhart, 2002). Besonders zwischen den
in Sédugetieren vorkommenden Rezeptoren TLR2 und TNFRI ist eine grole Homologie
erkennbar: Beide Rezeptoren rekrutieren Adaptormolekiile, die eine ,,Death domain®
besitzen (MyD88, TRADD). Diese Adaptoren konnen iiber FADD die Verbindung zu
Caspasen schaffen und bei Uberexpression Apoptose sogar stimulusunabhingig
induzieren. Neben der Induktion von Apoptose sind die erwdhnten Rezeptoren auch in der
Lage, NF-xB zu aktivieren. Tatsdchlich stellt der Transkriptionsfaktor NF-kB einen
Hauptregulationspunkt zwischen Uberlebensignalen und apoptotischen Signalantworten
dar (Karin & Lin, 2002). NF-xB induziert die Transkription zahlreicher Gene, deren
Produkte Apoptose inhibieren kdnnen. Seine anti-apoptotische Aktivitdt kann dagegen in
vielerlei Hinsicht wieder aufgehoben werden. So unterbindet beispielsweise eine von
Caspasen vermittelte Abspaltung der IKK-Phosphorylierungsstellen die Degradation von
IxkBa und damit die Freisetzung von NF-xB. In THP-1 Zellen korrelierte
interessanterweise der fiir die IkBa Spaltung gefundene Zeitpunkt sehr genau mit dem
Eintreten der frith-apoptotischen Membranverdnderungen (Daten nicht gezeigt), was
belegt, daB beide von TLR2-induzierten Signalkaskaden zeitlich genau aufeinander
abgestimmt verlaufen. Neben der Caspase-bedingten Zersetzung von IkBa kann auch die
NF-kB-Untereinheit p65 bei Eintritt von Apoptose gespalten werden, so da3 ein Protein
entsteht, das zwar an DNA bindet, aber keine Transkription mehr vollziehen kann
(Levkau et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal der anti- und pro-

apoptotische Effekt von TLR2 auf der Aktivitit der GTPase RhoA beruht und



Diskussion 78

vollkommen stimulusabhédngig ist. Auch in die Signaltransduktion von TNFR scheint
RhoA involviert zu sein. Allerdings ist hier die zelluldre Funktion der kleinen GTPase
noch unklar. Allgemein kann man vermuten, dal entweder beide Rezeptoren bei
Stimulierung gleiche intrazelluldre Signalwege aktivieren oder aber daf} ein sogenannter
,Feedback Loop* zwischen TLR2 und TNFR1 besteht. Die letzte Moglichkeit kann durch
Blockierung des bei der Aktivierung von TLR2 produzierten Zytokins TNFa mit einem
spezifischen Antikdrper in unserem Fall allerdings ausgeschlossen werden (Daten nicht
gezeigt). Theoretisch wire es aulerdem moglich, da3 die von TLR2 induzierte Produktion
anderer Zytokine, Chemokine oder Peptidmediatoren spezifische ,,Death Receptors® an
der Zelloberfliche von Monozyten aktivieren. Entsprechend der Studien von Aliprantis
und Mitarbeitern (1999; 2000), die die TLR2-induzierte Apoptose auch in Gegenwart

eines Translationsinhibitors feststellten, ist dies aber eher unwahrscheinlich.

5.5 Die Bedeutung von Apoptose fiir die primdiire Immunantwort

Die rasche Aktivierung von NF-xB und die daraus resultierende Produktion
proinflammatorischer Zytokine bei der Invasion infektidser Organismen bildet die
Grundlage fiir eine effektive primédre Immunantwort. Ab einem gewissen Punkt wird diese
Immunantwort jedoch terminiert und vom spezifischeren, adaptiven Immunsystem
abgelost. Apoptose ist eine Moglichkeit, die Immunantwort durch Eliminierung
iiberfliissiger Zellen generell herunterzuregulieren (Mahidhara et al., 2000). So ist
beispielsweise der programmierte Zelltod notwendig, um die durch Lymphozyten
ausgeloste Immunantwort zu beenden und um autoreaktive Lymphozyten zu entfernen
(Surh et al., 1994). Beim septischen Schock, einer pathologischen Dysregulation des
Immunsystems, ist der Eintritt der Apoptose dagegen gestort. Die Lebenszeit der

normalerweise kurzlebigen Neutrophilen ist wihrend einer Sepsis aufgrund verzogerter
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Apoptose verldangert und fiihrt so zu einer Ausweitung des Entziindungsprozesses.
Gleichzeitig zeigen epitheliale Zellen und Zellen der Epithelialschranken bei bakterieller
Infektion vermehrt Apoptose, was in einer Gewebezerstorung lebenswichtiger Organe
resultieren kann (Mahidhara et al., 2000). Insgesamt ist die von TLR2 induzierte Apoptose
durch Kontrolle der Lebensdauer phagozytierender Zellen ein wichtiger Mechnismus zur
Regulation der primdren Immunantwort bei bakteriellen Infektionen.

Es ist derzeit noch unklar, ob auch andere Mitglieder der TLR Familie eine Rho-
abhéngige duale Signalkapazitit, die in der Aktivierung von NF-kB und der Induktion von
Apoptose resultiert, zeigen. Obwohl mehrere Studien vermuten lassen, dal auch eine
Inkubation mit LPS zum Zelltod fithren kann, sind die hierzu verantwortlichen
Signaltransduktionswege noch vollkommen unklar. Moglicherweise repréisentiert aber die
Induktion von Apoptose durch Toll-dhnliche Rezeptoren einen evolutionir konservierten
Mechanismus des primédren Immunsystems. Die Verkniipfung der NF-kB-abhingigen
Zytokinproduktion mit einer sich anschlieBenden apoptotischen Signalantwort auf der
Ebene der kleinen GTPase RhoA stellt ein gutes Beispiel fiir die effiziente Regulation der
primdren Immunantwort dar und erdffnet gleichzeitig einen neuen Einblick in die
Funktion von Toll Rezeptoren. Um die genaue mechanistische Grundlage der dualen
Signalkapazitit von TLR2 zu verstehen, wird es wichtig sein, die zeitlichen und
rdumlichen Dynamiken der RhoA Aktivierung genauer zu analysieren. Insgesamt kann die
weitere Untersuchung der dargestellten Signalwege einen entscheidenen Beitrag zur
Entwicklung neuer anti-inflammatorischer Strategien zur therapeutischen Behandlung der
Pathophysiologie von Sepsis und chronischen Entziindungsprozessen im allgemeinen

liefern.
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6. Zusammenfassung

Aufgrund der groBen Sequenzhomologie zum Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R) wurde
bisher angenommen, dal Toll-dhnliche Rezeptoren (TLRs) und der IL-1R nach
Stimulation &hnliche intrazellulire Signalwege zur Einleitung der Immunantwort
induzieren. Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Daten weisen jedoch eindeutig
darauthin, dafl bei der bakteriellen Stimulierung von TLR2 zusdtzliche Signalwege
induziert werden, die von den Rho GTPasen Racl und RhoA kontrolliert werden.

Im Zuge der Stimulierung mit S. aureus wurde der Guaninnukleotid-
Austauschfaktor Vavl in der monozytischen Zellinie THP-1 tyrosinphosphoryliert und
somit biochemisch aktiviert. Der phosphorylierte Austauschfaktor assoziierte mit Racl in
einem Zeitverlauf, der gut mit der fiir die Aktivierung von Racl ermittelten Zeitspanne
iibereinstimmte. Die Tyrosinphosphorylierung von Vav stellte eine essentielle Grundlage
fiir die bakteriell induzierte, transiente Racl Aktivierung dar. Eine Inhibierung der Rac
Aktivitdt blockierte die von TLR2 initiierte Aktivierung von NF-kB in 293-Zellen, die
stabil mit TLR2 transfiziert waren (293-TLR2), ohne dabei die Degradierung des
zytoplasmatischen  Inhibitors IkBa  oder das  DNA-Bindevermdgen  des
Transkriptionsfaktors zu beeinflussen. Mit Hilfe des Reporterplasmides Gal4-p65 konnte
nachgewiesen werden, dafl Racl unter Beteiligung von Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-
3K) die Transaktivierung der NF-kB-Untereinheit p65 gezielt reguliert.

Ahnlich wie Racl wurde auch RhoA nach bakterieller Stimulation von TLR2
transient aktiviert. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dal RhoA die TLR2-induzierte
Aktivierung von NF-kB ebenfalls iiber die gezielte Kontrolle der Transkriptionsaktivitét
von p65 reguliert, ohne die IxkBa Degradierung zu beeinflussen. Allerdings fungierte
RhoA weder als Aktivator noch als Effektor fiir Racl in der TLR2-vermittelten
Signaltransduktionskaskade zu NF-xB. Die stimulusabhdngige Aktivierung von RhoA

erfolgte aulerdem unabhéngig von PI-3 Kinase, was demonstriert, da3 RhoA die nukleére
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Transaktivierung von p65 unabhéngig von der dargestellten Racl — PI-3K Signalkaskade
kontrolliert. Stattdessen konnte eine transiente Assoziation der atypischen PKC Isoform {
mit RhoA nach TLR2 Stimulierung mit Gram-positiven Bakterien gefunden werden.
Dariiberhinaus war auch PKC{ in die Regulation der Transkriptionsaktivitit von p65
involviert, ohne die RhoA Aktivierung zu beeinflussen, so dal3 die Kinase als potentielles
Downstreamtarget in einer von RhoA kontrollierten Signalkaskade angenommen wird.
Moglicherweise kooperieren der von TLR2 initiierte Rho-abhingige Signalweg und die
Racl — PI-3K Signalkaskade mit der bisher beschriebenen MyD88 — IKK Kaskade, um
die Aktivierung von NF-kB und die anschlieBende Produktion proinflammatorischer
Zytokine nach bakterieller Stimulation entsprechend effizient zu regulieren.

Neben der Aktivierung von NF-«kB, die im allgemeinen anti-apoptotisch wirkt,
kann TLR2 auch pro-apoptotische Signale induzieren. Die im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten Daten zeigen, dal RhoA nicht nur zur Aktivierung von NF-«xB unter
Beteiligung von PKCC bendtigt wird, sondern im Gegensatz zu Racl auch in das von
TLR2 induzierte frith-apoptotische Membran-Blebbing involviert ist. AuBerdem
blockierte der ROCK-Inhibitor Y27632 und der MLCK-Inhibitor ML-7 die apoptotischen
Membranverdnderungen. Zusammenfassend ergeben die prisentierten Daten ein
detailiertes Bild von einer Signalkaskade bestehend aus RhoA, ROCK und MLCK, die
nach bakterieller Stimulierung von TLR2 apoptotisches Membran-Blebbing induziert. Die
Inhibierung von RhoA, ROCK und MLCK blockierte auch die Externalisierung von
Phosphatidylserinresten, so dafl eine biochemische Verbindung zwischen der Bleb
Formation und Stérungen in der Asymmetrie der Phospholipidschicht der
Plasmamembran angenommen wird.

Entsprechend der erhaltenen Daten divergiert somit das von TLR2 ausgehende
Signal auf der Ebene der kleinen GTPase RhoA, die somit als Schliisselfigur im Zuge
bakterieller Stimulation zwei unterschiedliche Signalwege reguliert: NF-xB Aktivierung
und frith-apoptotisches Membran-Blebbing. Diese Hypothese wurde vor allem von der

Tatsache gestdrkt, dafl direkte Downstreamtargets von Rho jeweils nur in einen der beiden
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Signalwege involviert waren: ROCK wird nicht zur TLR2-vermittelten Aktivierung von
NF-kB benétigt, ist andererseits aber essentiell fiir die Ausbildung von Membran-Blebs.
PKCC konnte dagegen zwar als potentielles Downstreamtarget von Rho im p65-
Transaktivierungssignalweg identifiziert werden, beeinfluBte das Rho-abhingige
Membran-Blebbing jedoch nicht.

Die gezeigten Daten lassen insgesamt darauf schlieen, da3 unter physiologischen
Bedingungen die von TLR2 induzierte Aktivierung von NF-kB dem Einsetzen der friih-
apoptotischen Signalantwort zeitlich vorgeschaltet ist. Die apoptotische Signalantwort
konnte demnach dazu dienen, die primire Immunantwort zu terminieren. Moglicherweise
reprasentiert die duale Signalantwort von Toll-dhnlichen Rezeptoren einen evolutionir
konservierten Mechanismus des primidren Immunsystems. Die Verkniipfung der NF-xB-
abhédngigen Zytokinproduktion mit einer sich anschlieBenden apoptotischen Signalantwort
auf der Ebene der kleinen GTPase RhoA stellt insgesamt ein gutes Beispiel fiir die
effiziente Regulation der Immunantwort dar. Gleichzeitig er6ffnen die im Rahmen dieser
Arbeit gewonnenen Daten einen neuen Einblick in die Komplexitit und Funktion von

Toll-dhnlichen Rezeptoren.
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