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Einleitung 1

1 Einleitung

Im menschlichen Respirationstrakt spielt die angeborene Immunitét (engl.: innate immunity)
eine wichtige Rolle fiir die Eliminierung eindringender Pathogene. Fiir die Erkennung der
Mikroorganismen sind die sogenannten keimbahnkodierten Rezeptoren (engl.: pattern
recognition receptor, PRR), welche nach Ligandenbindung eine inflammatorische
Immunantwort auslésen konnen, von groBer Bedeutung. Einer der wichtigsten PRRs fiir die
Erregerabwehr in der Lunge ist der Toll-like Rezeptor 2 (TLR2). Die Ligandenbindung an
TLR?2 fiihrt iiber zwei verschiedene Signalkaskaden unter anderem einen Phosphoinositid-3
Kinase (PI3K)-abhingigen Signalweg zur Aktivierung von NF-xB, was wiederum eine
verstdrkte Transkription und Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine wie
z.B. dem Interleukin 8 (IL8) zur Folge hat. IL8 ist fiir die Rekrutierung und Aktivierung
neutrophiler Granulozyten als Immunantwort auf eine bakterielle Infektion des
respiratorischen Epithels von entscheidender Bedeutung. Es ist bekannt, dass eine verringerte
IL8-Sekretion im Respirationstrakt eine gesteigerte Persistenz der Erreger zur Folge hat. Eine
Vielzahl von Pathogenen wird iiber diese TLR2-vermittelte Entziindungskaskade erkannt und
eliminiert; einige Erreger jedoch, wie z.B. Moraxella catarrhalis konnen trotz vorhandener
Immunabwehr in der normalerweise sterilen Umgebung des unteren Respirationstraktes
kolonisieren, nahezu ohne eine Entziindung oder Erkrankung hervorzurufen.

M. catarrhalis ist ein human-spezifischer Erreger, der aus dem unteren Respirationstrakt von
bis zu 32 % aller Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (engl.: chronic
obstructive pulmonary disease, COPD) isoliert werden kann und fiir etwa 25 % der COPD-
Exazerbationen verantwortlich gemacht wird. Die meisten Infektionen mit M. catarrhalis
bleiben auf die Schleimhéute beschrinkt, weshalb der Interaktion dieses Erregers mit dem
respiratorischen Epithel im Hinblick auf die Entstehung von Infektion oder Kolonisierung
eine besondere Bedeutung zukommt. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass M. catarrhalis auf
respiratorischem Epithel eine deutliche TLR2-abhingige Immunantwort induziert. Die
Mechanismen, die der Erregerpersistenz von M. catarrhalis trotz vorhandener
Gewebeimmunitidt im Respirationstrakt zugrunde liegen, sind jedoch noch weitgehend
ungeklart.

Neben M. catarrhalis gibt es weitere Pathogene wie Neisseria meningitidis und Haemophilus
influenzae, die im menschlichen Organismus kolonisieren und nur bei einigen Individuen zu
entziindlichen Reaktionen fiihren. Allen diesen Bakterien ist gemeinsam, dass sie mittels
untereinander nicht verwandter Oberflichenmolekiile (M. catarrhalis: ubiquitous surface

protein Al (UspAl), Neisseria meningitidis: opacity-associated protein (Opa), Haemophilus
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influenzae: P5) spezifisch an CEA (engl.: carcinoembryonic antigen)-verwandte
Zelladhisionsmolekiile (engl.: CEA-related cell adhesion molecules, CEACAMs) binden
konnen. Der am besten untersuchte Vertreter der CEACAM-Familie ist das CEACAMI. Es
wird auf einer Vielzahl von Geweben exprimiert darunter auch auf der apikalen Seite
respiratorischer Epithelzellen. Neben Aufgaben fiir die Zelladhédsion und -proliferation sind
fir CEACAM1 verschiedene inhibitorische Funktionen in der Regulation der T Zell-Aktivitit
beschrieben worden. Diese werden nach Ligandenbindung durch Phosphorylierung des
immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif (ITIM) von CEACAMI1 und anschlieBende
Rekrutierung der zytosolischen Protein-Tyrosinphophatase SHP1 (engl.: src homology
domain-containing cytosolic protein tyrosin-phophatase 1) vermittelt.

Ein wichtiges Zielmolekiil von SHP1 ist die p85 Untereinheit der PI3 Kinase. Es wurde
gezeigt, dass die Rekrutierung von SHP1 an die Zellmembran PI3 Kinase-abhingige
Signalkaskaden des T Zell-, des Somatostatin- und des Insulinrezeptors im Sinne negativer
Feedback-Mechanismen inhibieren kann. Dies ldsst die Hypothese zu, dass auch die PI3
Kinase-abhingige Immunantwort des TLR2 negativ beeinflussbar sein konnte. Da hierdurch
moglicherweise ein Mechanismus CEACAM bindender Bakterien dargestellt wird, im
unteren Respirationstrakt zu kolonisieren, ist die Erforschung moglicher Interaktionen

zwischen der TLR2- und der CEACAM 1-Signalkaskade von besonderem Interesse.
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1.1 Zielsetzung

Die Frage, warum M. catarrhalis, Neisseria meningitidis und Haemophilus influenzae trotz
offensichtlich  vorhandener Immunabwehr im menschlichen Organismus kolonisieren
konnen, ist bisher vollig ungeklirt. Ziel dieser Arbeit ist es, mogliche Mechanismen fiir diese
Beobachtung zu untersuchen. Dafiir werden zuerst die Expressionsmuster humaner
CEACAM Rezeptoren auf pulmonalem Epithel dargestellt und anschlieBend mogliche
Einfliisse der spezifischen Bindung von M. catarrhalis an CEACAMI1 auf die TLR2-
abhingige Immunantwort bestimmt. Auferdem wird untersucht, auf welchem Weg eine
Beeinflussung der TLR2-Signalkaskade stattfindet und welche Signalmolekiile hierbei eine

Rolle spielen.

1.2 Fragestellung

1. Welche CEACAM Rezeptoren werden auf der Oberfliche von respiratorischen

Epithelzellen exprimiert?

2. Wird die M. catarrhalis-vermittelte TLR2-abhédngige Immunantwort durch

gleichzeitige Bindung des Erregers an CEACAM1 beeinflusst?

3. Welcher Mechanismus fiihrt nach Ligandenbindung zur Verminderung der

TLR2-vermittelten Immunantwort?
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2 Schrifttum

2.1 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

Die COPD (engl.: chronic obstructive pulmonary disease) ist eine multifaktoriell bedingte
chronische Erkrankung der Lunge, gekennzeichnet als obstruktive Ventilationsstorung, die
sich in Kombination mit chronischer Bronchitis und Lungenemphysem in einer messbaren
Behinderung der forcierten Ausatmung manifestiert (Whitsett 2002).

Die Erkrankungshéufigkeit hat in den letzten Jahren immer stirker zugenommen, allein in
Deutschland sind derzeit etwa vier Millionen Menschen betroffen. Die COPD gilt weltweit
als die vierthiufigste Todesursache, sie stellt also ein betrdchtliches Gesundheitsproblem dar
(WHO Report 2004).

Als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung der Erkrankung gilt Tabakrauch, jedoch auch die
zunehmende Luftverschmutzung oder berufliche Expositionen spielen eine wichtige Rolle
(Barnes 2004).

Der Krankheitsverlauf der COPD ist durch eine progrediente Verschlechterung der
Lungenfunktion und eine zunehmende Beeintriachtigung des Allgemeinbefindens
gekennzeichnet. Hiufig erleiden die Patienten wiederkehrende Episoden mit
Verschlechterung der respiratorischen Symptome — sogenannte akute Exazerbationen, die mit
einer Zunahme der Morbiditdt und Mortalitidt verbunden sind (Sethi et al. 2000; Patel et al.
2002). 40-60 Prozent dieser Exazerbationen sind auf eine bakterielle Infektion
zuriickzufiihren; héufigste Erreger dafiir sind in absteigender Reihenfolge Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis und Streptococcus pneumoniae (Murphy et al. 2000; Sethi
et al. 2006; Caugant et al. 2007). Auffallig ist, dass sich bei vielen Patienten mit COPD eine
Kolonisation der unteren Atemwege mit diesen Erregern nachweisen lésst, deren Ausmal in
direktem Zusammenhang mit einer deutlich verstirkten Entziindung des Respirationstrakts
steht (Cabello et al. 1997; Hill et al. 2000; Stockley et al. 2000). Es wird angenommen, dass
durch die dauerhafte inflammatorische Immunantwort der Bronchialepithelzellen auf die
kolonisierenden respiratorischen Pathogene das Fortschreiten der COPD unterstiitzt wird,
(Circulus vitiosus Hypothese) und die betroffenen Patienten zu deutlich hiufigeren
Exazerbationen neigen (Patel et al. 2002; Murphy et al. 2000; Sethi et al. 1999).

Es ist anzunehmen, dass die Kolonisierung der unteren Atemwege mit den genannten
Erregern fiir die Pathogenese und das Fortschreiten der COPD eine wesentliche Bedeutung

hat. Uber die Wechselwirkung dieser Erreger mit dem bronchialen Epithel ist bisher jedoch
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wenig bekannt, so dass der Erforschung dieser Interaktion fiir das Verstindnis des

Fortschreitens der COPD eine wichtige Rolle zukommt.

2.2 Moraxella catarrhalis

2.2.1 Allgemeines

Moraxella catarrhalis, ein gram-negativer, unbekapselter Diplokokkus wurde erstmals 1896
als Micrococcus catarrhalis beschrieben; spidter umbenannt in Neisseria catarrhalis und in
den 70er Jahren aufgrund neuer Erkenntnisse eingeteilt in die Gattung Branhamella als
Branhamella catarrhalis. Seit 1984 ist das Bakterium unter dem Namen Moraxella
catarrhalis bekannt (Verduin et al. 2002).

Lange wurde es als nicht pathogenes Mitglied der normalen Flora des Nasopharyx betrachtet
und erst in den 90er Jahren als bedeutender Erreger respiratorischer Infektionen erkannt. Das
ausschlieBlich humanpathogene, aerobe Bakterium gilt heute als der zweithidufigste Erreger
der infektexazerbierten COPD sowie als dritthdufigster Erreger der Otitis media im
Kindesalter (Sethi and Murphy 2001). Neben diesen Erkrankungen verursacht M. catarrhalis
Bronchitis, Laryngitis und weitere Infektionen des Respirationstraktes.

Die M. catarrhalis-induzierte Immunantwort der pulmonalen Epithelzellen ist dabei
hauptsichlich Toll-like Rezeptor 2-abhingig und miindet iliber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB in der Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL8 und
GM-CSF (Slevogt et al. 2006).

Interessanterweise konnen Moraxellen auch die Schleimhéute gesunder Individuen besiedeln
(Murphy, T. F. 2006). Bei durchschnittlich 1-5 % der gesunden Erwachsenen konnen sie im
Respirationstrakt nachgewiesen werden (Sethi and Murphy 2001). Patienten mit einer COPD
weisen dagegen mit ca. 32 % eine deutlich hohere Besiedlungsrate auf (Murphy et al. 2005)
und obwohl im Serum und Sputum einiger der Patienten spezifische Antikorper gegen
verschiedene Virulenzfaktoren von M. catarrhalis nachgewiesen wurden, ist der Erreger in
der Lage iiber lingere Zeit im Respirationstrakt zu kolonisieren (McMichael, J.C. 2000).
Unter welchen Umsténden es zu dieser Kolonisierung kommt, welche Mechanismen es den
Erregern ermdoglichen, die Immunantwort des Wirtes zu umgehen und welche Auswirkungen

dies auf das Fortschreiten bzw. die Prognose der COPD hat, ist bisher nicht bekannt.
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M. catarrhalis ist Oxidase- und DNAse-positiv, kann Nitrat und Nitrit reduzieren und bildet
auf Blutagar nicht himolysierende, runde, grau-weille Kolonien. Glukose, Maltose, Sucrose,
Laktose und Fruktose konnen durch das Bakterium nicht verstoffwechselt werden (Singh et
al. 1997). Die Identifizierung von M. catarrhalis gilt als eindeutig, wenn folgende Nachweise
vorliegen: ein Positivtest fiir die Reduktion von Nitrat und Nitrit, fiir die Produktion von

DNAse und fiir die Trybutyrinesterase (Verduin et al. 2002).

Abb. 2-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von M. catarrhalis

Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Interaktion des M. catarrhalis-Stammes
O35E mit Beas2B Zellen. Die adhirierten Moraxellen bilden multizelluldre, traubenformige Aggregate auf der
Zelloberfliache. Die Abbildung stammt aus: Slevogt und Opitz, 2007.

2.2.2 Virulenzfaktoren

Zu den bisher bekannten Virulenzfaktoren von M. catarrhalis gehdren in erster Linie
Oberfldchenproteine (engl.: outer membrane proteins, OMPs), Transferrin und Laktoferrin
bindende  Rezeptoren, = Moraxella-spezifische  Lipooligosaccharide  (LOS)  und
Peptidoglykan (PG). Einige Isolate exprimieren zusitzlich Pili auf der Zelloberfliche.

Am besten untersucht sind bisher die OMPs. Zu ihnen gehoren acht Vertreter, benannt von A
bis H, mit einem Molekulargewicht von 21 bis 98 kDa, das MID Protein (engl.: Moraxella
IgD binding protein) sowie zwel etwas spiter entdeckte HMW-OMPs (engl.: high molecular
weight OMP), die auch als UspAl bzw. 2 (engl.: ubiquitous surface protein A) bezeichnet
werden (Murphy, T.F. 1990; Klingmann and Murphy 1994). Diese beiden
Oberflidchenproteine sind von besonderem wissenschaftlichen Interesse, da sie sowohl eine
humorale mukosale als auch eine systemische Immunantwort beim Menschen induzieren

konnen (McMichael, J.C. 2000; Peng et al. 2005).
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Das UspAl1 hat ein Molekulargewicht von 120 kDa und ist ein Adhésin, welches die Bindung
des Bakteriums an die Epithelzellen ermoglicht (Lafontaine et al. 2000). Als spezifischer
Bindungspartner fiir UspAl wurden unter anderem humane CEACAM Rezeptoren
beschrieben (Hill and Virji 2003). Weitere Adhédrenz-vermittelnde Oberflichenstrukturen sind
das UspA2H, ein dem UspA2 verwandtes OMP, LOS und das MID Protein (McMichael, J.C.
2000; Medzhitov and Janeway 2000).

Das UspA2 mit einem geringeren Molekulargewicht von 85 kDa wirkt durch seine
Komplementresistenz gemeinsam mit dem LOS der unspezifischen Immunabwehr entgegen
(Lafontaine et al. 2000).

Zellwandkomponenten wie Peptidoglykan und LOS Typ A, B und C spielen immunologisch
eine wichtige Rolle. Sie stellen hochkonservierte molekulare Muster dar, welche von
Rezeptoren der angeborenen Immunitdt erkannt werden (siehe Kapitel 2.3) (Keller et al.
1992; Hu et al. 2001).

Die Rezeptoren fiir Transferrin (engl.: transferrin binding protein A/B, TbpA/B) und
Laktoferrin (engl.: lactoferrin binding protein A/B, LbpA/B) sichern die Eisenversorgung des
Bakteriums fiir verschiedene metabolische Prozesse (Karalus and Campagnari 2000).
Bemerkenswert ist auBerdem die rasche Entwicklung einer B-Laktam-Resistenz seit Beginn
der 90er Jahre, die inzwischen iiber 95% der M. catarrhalis-Isolate aus Europa, den USA und

Australien betrifft (Sethi et al. 2005; Verduin et al. 2002).
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2.3 Die angeborene Immunabwehr (Innate Immunity)

Das menschliche Immunsystem lésst sich in zwei Untersysteme einteilen: eine angeborene
und eine erworbene Immunabwehr. Die phylogenetisch iltere - die angeborene Immunitét
(engl.: innate immunity) - stellt die erste, schnell verfiigbare jedoch zum Teil recht
unspezifische Immunabwehr des Wirtes gegen eindringende Erreger dar. Diese ziigig
einsetzende Reaktion des Korpers auf die eindringenden Pathogene umfasst unter anderem
die Zytokinsekretion, die Komplementaktivierung, die Phagozytoseaktivitit (Janeway and
Medzhitov 2002; Sabroe et al. 2002; Tosi, M.F. 2005) sowie die Sekretion von antimikro-
biellen Peptiden (Birchler et al. 2001; Medzhitov, R. 2001). Die Erkennung der Pathogene er-
folgt durch eine limitierte Anzahl Keimbahn-kodierter Muster-erkennender Rezeptoren
(engl.: pattern recognition receptors; PRRs), welche z.B. auf Gewebsmakrophagen, neutro-

philen Granulozyten sowie Endothel- und Epithelzellen exprimiert werden.

2.3.1 Pattern recognition receptors (PRRs)

Ein wichtiger Mechanismus der angeborenen Immunitét von vielzelligen Organismen besteht
darin, die in der Evolution hoch konservierten Strukturen unterschiedlicher Mikroorganismen
zu erkennen. Zu diesen Strukturen gehoren unter anderem Bestandteile der Zellwand gram-
negativer aber auch gram-positiver Bakterien wie z.B. Lipopeptide, Lipoproteine,
Lipoteichonsédure oder Lipopolysaccharide (LPS) sowie bakterielle DNA und virale RNA.
Diese chemisch sehr unterschiedlichen Strukturen haben mehrere Gemeinsamkeiten: sie
werden von den Mikroben, nicht jedoch vom Wirt selbst, gebildet und sind essentiell fiir das
Uberleben der Erreger, so dass diese Muster nicht gewechselt werden konnen. AuBerdem sind
sie Bestandteil einer Vielzahl von Mikroorganismen (Janeway and Medzhitov 2002;
Medzhitov, R. 2001; Janeway and Medzhitov 1998). Eine zentrale Rolle bei der Erkennung
dieser Strukturen spielen die pattern recognition receptors, die funktionell in sezernierende,
endozytierende und signaltransferierende Rezeptoren eingeteilt werden konnen (Medzhitov
and Janeway 2000). Im Folgenden werden ausschlieBlich die signaltransferierenden PRRs
nidher betrachtet. Zu diesen gehoren in erster Linie die membranstindigen Toll-like
Rezeptoren, welche die am besten untersuchten PRRs darstellen, sowie zytosolische
Rezeptoren wie z.B. die Nod-Proteine (engl.: nucleotide-binding oligomerization domain-
proteins). Nach Erkennung der Mikroorganismen durch die PRRs werden in aller Regel

Signalkaskaden ausgelost, die unter anderem zur Sekretion verschiedener Zytokine fiihren.
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2.3.2 Zytokine, Chemokine, IL8

Zytokine sind extrazelluldre Signalproteine, die von verschiedenen Zelltypen gebildet werden
und in die Zell-Zell-Interaktionen involviert sind. Die Einteilung erfolgt ihrer Funktion
entsprechend in proinflammatorische Zytokine, T Zell-gebildete Zytokine, chemotaktische
Zytokine (oder auch Chemokine), antiinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren
(Chung, K.F. 2001).

Die Chemokine, eine Untergruppe der Zytokine mit bisher bereits iiber 40 bekannten
Vertretern, spielen eine wichtige Rolle im Entziindungsgeschehen. Sie unterstiitzen die
Leukozytenmigration in entziindetes Gewebe und bedingen unter anderem die Aktivierung
und zum Teil Expression verschiedener Adhisionsmolekiile auf der Oberfliche von
Leukozyten sowie Endothel- und Epithelzellen (Imhof and Dunon 1997; Salmi and Jalkanen
2005).

Ein wichtiger Vertreter der Chemokine ist das Interleukin 8 (IL8). Neben dem MCP-1 (engl.:
monocyte chemoattractant protein 1), einem weiteren Mitglied der Chemokine, besitzt 1L.8
die stirkste chemotaktische Wirkung und spielt eine zentrale Rolle bei der Migration von
neutrophilen Granulozyten an den Infektionsort (Baggiolini, M. 1998; Huber et al. 1991). Die
Expression und Sekretion von ILS8 ist fiir eine Vielzahl von verschiedenen Zellen beschrieben
(Hoffmann et al. 2002) und wird durch Zytokine wie Interleukin 1B (IL1B) und
Tumornekrosefaktor oo (TNFo) (Baggiolini and Clark-Lewis 1992; Brasier et al. 1998;
Mukaida et al. 1998), bakterielle Komponenten (Aihara et al. 1997), virale Produkte
(Mastonarde et al. 1998; Murayama et al. 1997) sowie Zellstress (DeForge et al. 1993;
Sonada et al. 1997) ausgel0st.

Es konnte gezeigt werden, dass auch eine Infektion humaner Bronchialepithelzellen mit

M. catarrhalis zur Expression bzw. Sekretion von IL8 fiihrt (Slevogt et al 2006).
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2.4 Toll-like Rezeptoren

Toll wurde erstmalig 1985 als entscheidendes Gen fiir die dorsoventrale Achsenbildung in der
Ontogenese der Fruchtfliege Drosophila melanogaster beschrieben (Anderson et al. 1985;
Hashimoto et al. 1988). Es kodiert fiir einen Typ 1 transmembranidren Rezeptor mit einer
leuzinreichen extrazelluliren Domine (engl.: leucine rich repeats, LRRs). Die intrazelluldre
Domine des Toll-Proteins weist Sequenzhomologien zu der zytoplasmatischen Doméne des
IL1 Rezeptors auf und wurde daher Toll-/IL1 Rezeptor-Doméne (TIR) genannt (Gay and
Keith 1991). Aufgrund dieser Ahnlichkeit wurde schon sehr zeitig eine immunologische
Funktion von Toll vermutet, die in einer Untersuchung an Drosophila-Mutanten mit defektem
Toll-Rezeptor bestitigt werden konnte (Lemaitre et al. 1996).

1997 entdeckte Medzhitov das erste humane Toll-Homolog, welches heute als Toll-like Re-
zeptor 4 (TLR4) bekannt ist (Medzhitov et al. 1997). Schnell wurden weitere Proteine identi-
fiziert, welche alle einheitliche Strukturen aufweisen (LRR-Domine, Toll-Homologie-Doma-
ne und TIR-Domine) und somit als Gruppe der Toll-like Rezeptoren klassifiziert werden
konnten (Rock et al 1998). Ligandenbindung an die TLR fiihrt ebenso wie die Bindung von
IL1 an den IL1 Rezeptor zur Aktivierung des nukledren Transkriptionsfaktors-kB (NF-kB)
und der MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-kinasen)-Kaskaden (Belvin and Anderson 1996;
Takeda and Akira 2005), wodurch die Expression verschiedener Gene, die an
immunologischen, inflammatorischen und apoptotischen Prozessen beteiligt sind, induziert

wird.

2.4.1 Einteilung und Expression

Bis heute sind elf verschiedene TLR indentifiziert, von denen zehn im humanen System
konserviert sind. Sie werden in Zellen der angeborenen (Monozyten, Makrophagen, dendriti-
sche Zellen, Mastzellen) und erworbenen Immunitit (maturierte dendritische Zellen)
(Janssens and Beyaert 2003; Janeway and Medzhitov 2002) sowie in Endothel- und Epithel-
zellen in unterschiedlichen Ausprigungen und Mustern exprimiert (Takeda et al. 2003).

Dabei sind TLR1, 2, 4, 5, 6 und 10 an der Zellmembran und TLR3, 7, 8 und 9 intrazellulir
am Endosom lokalisiert (Takeda and Akira 2005; Takeda et al. 2003; Akira et al. 2001).

2.4.2 Funktion

Die Toll-like Rezeptoren dienen der schnellen Erkennung eindringender Pathogene und der

Induktion erster Abwehrmechanismen. Sie erkennen hoch konservierte Motive von
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Pathogenen (engl.: pathogen associated molecular pattern, PAMP). Dem TLR-System
kommt damit eine wichtige Rolle in der Unterscheidung von korperfremden und
korpereigenen Stoffen zu (Janeway and Medzhitov 2002). Diese Unterscheidung ist jedoch
nicht vollstindig, da von einigen TLR auch endogene Liganden wie z.B. Hitzeschockproteine
oder synthetische Substanzen wie Imidazoquinoline erkannt werden (Ohashi et al. 2000).
Vollig ungeklirt ist auerdem wie eine Unterscheidung von Pathogenen und ebenfalls PAMP
tragenden Kommensalen moglich ist, denn nur eine Bindung von pathogenen Erregern
scheint eine TLR-vermittelte Aktivierung von entsprechenden Entziindungskaskaden
hervorzurufen.

Allen TLR ist gemeinsam, dass sie fiir die Signaltransduktion Homo- oder wie im Fall von
TLR2 Heterodimere mit anderen TLR bilden konnen, wodurch vermutlich die
Ligandenspezifitit der Rezeptoren erhoht wird (Beutler, B. 2004).

Die wichtigsten Liganden der humanen TLRs sind in der folgenden Abbildung

zusammengestellt.

Diacyl- Lipopeptide, Triacyl-
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Zymosan HSP60  Flagellin
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Abb. 2-2: Toll-like Rezeptoren und ihre wichtigsten Liganden
Die Darstellung zeigt die bis jetzt identifizierten humanen Toll-like Rezeptoren, ihren allgemeinen strukturellen
Aufbau und ihre wichtigsten Liganden. Die Abbildung wurde modifiziert nach: Takeda and Akira, 2005.
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2.5 CEACAM Rezeptoren

Mitte der 70er Jahre entdeckten Gold und Freedman das Carcinoembryonic Antigen (CEA) in
humanen Kolonkarzinomzellen. Es wurde zum namensgebenden Mitglied der CEA-Familie,
einer Unterfamilie der Immunglobulin-Superfamilie. Die Benennung des CEA resultiert aus
der Erstbeschreibung dieses Proteins als ein onkofetales Antigen: exprimiert im Embryo,
nicht vorhanden in gesunden Erwachsenen und wieder auftauchend in Tumoren (Gold and
Freedman 1965). Trotzdem neuere Untersuchungen gezeigt haben, dass sich auch im
gesunden Organismus CEA findet, dient es weiterhin als allgemein akzeptierter Tumormarker
fiir postoperative Verlaufskontrollen bei Kolorektal-, Bronchial- und Mammakarzinomen.
Abgespaltenes CEA kann iiber Lymph- und Blutgefile vom Gewebe in die Blutbahn
gelangen, wo seine Serumkonzentration gut mit der Grofle des Tumors korreliert (Graham et
al. 1998; Carriquiry and Pineyro 1999).

Im Laufe der Zeit wurden weitere verwandte Molekiile identifiziert, so dass die CEA-Familie
heute mindestens 29 verschiedene Gene bzw. Pseudogene enthdlt (Olsen et al. 1994;
Beauchemin et al. 1999). Bisher wurden einzelne dieser Gene in verschiedensten Spezies
gefunden. Am besten untersucht sind jedoch die Mitglieder der CEA-Familie von Mensch,
Maus und Ratte (Zhou and Hammarstrom 2001; Zhou, G.Q. 2001).

Entsprechend der Sequenzhomologien wurde die CEA-Genfamilie in drei Untergruppen
eingeteilt: die PSG- (engl.: pregnancy-specific glycoprotein), die CEACAM- (engl.: CEA-
related cell adhesion molecule) Untergruppe und eine Gruppe von einigen Pseudogenen, fiir
die bisher noch keine cDNA identifiziert werden konnte .

Die PSGs werden vor allem in der Plazenta wihrend der Schwangerschaft exprimiert. Thre
Funktion besteht wahrscheinlich in der Regulation und Aufrechterhaltung des privilegierten
Immunstatus der Plazenta wihrend der Schwangerschaft (Wessells et al. 2000).

Die immunglobulinverwandten Proteine der CEACAM-Unterfamilie, die sich durch ihre
posttranslationalen Modifikationen und die verschiedenen Splicingvarianten ihrer Gene
unterscheiden, sind in erster Linie Zelladhdsionsmolekiile mit jedoch vielféltigen weiteren

Funktionen (Beauchemin et al. 1999).
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2.5.1 Einteilung und Struktur

Seit ldngerer Zeit sind sieben humane Vertreter der CEACAM-Gruppe bekannt: das bilare
Glykoprotein (CEACAM]1), das unspezifisch kreuzreagierende Antigen (CEACAMG6), das
Produkt des CEACAMS Gens (CEA) sowie die CEA-Genmitglieder CEACAM3, 4, 7, 8
(Obrink, B. 1997).

Alle Mitglieder weisen eine gemeinsame Domédnenstruktur auf: einem N-terminalen
Signalpeptid folgt stets eine IgV-Domine sowie eine variable Anzahl von null bis sechs IgC-
Dominen. Ein Transmembransegment sowie ein ebenfalls variabler zytoplasmatischer Teil
bilden bei CEACAMI, 3 und 4 den C-Terminus. CEA, CEACAMSG6, 7 und 8 besitzen keine
zytoplasmatische Doméne sondern sind iiber Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI) in der
Zellmembran verankert (Olsen et al. 1994; Hammarstrom, S. 1999).

Die Vielfalt der CEA-Familie wird auf Ebene der Proteine durch alternatives Splicen der
entsprechenden Gene weiter erhoht. So sind bislang zwdlf verschiedene Isoformen des
humanen CEACAMI bekannt, die sich in der Anzahl der Ig-Dominen sowie in der
Ausprigung des zytoplasmatischen Anteils unterscheiden (Barnett et al. 1993).

Dieser zytoplasmatische Anteil kann jeweils in einer kurzen (short) Form und in einer langen
(long) Form vorliegen, wobei die long-Form des CEACAM1 mindestens eine ITIM-Doméne
(engl.: immunoreceptor thyrosin-based inhibition motif) die long-Form des CEACAM3
dagegen eine ITAM-Domaine (engl.: immunoreceptor thyrosin-based activation motif) tragt.
Zimmermann et al. entdeckten in den letzten Jahren weitere Mitglieder der humanen CEA-
Familie: CEACAM 16, 18, 19, 20 und 21 (Zimmermann, W. CEA-homepage). Es ist
anzunehmen, dass auch in den néchsten Jahren noch weitere Mitglieder der Proteinfamilie
identifiziert werden.

Die Funktionen und Expressionsmuster dieser Rezeptoren sind bisher jedoch kaum
untersucht, denn die Aufklirung der Funktion der einzelnen Mitglieder wird durch die

Vielzahl, Variabilitit und Komplexitit der Rezeptorfamilie erschwert.
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Abb. 2-3: Die CEACAM Gruppe der humanen CEA-Familie

Die Darstellung zeigt den allgemeinen strukturellen Aufbau der zur Zeit identifizierten humanen CEACAM
Rezeptoren. Die Abbildung wurde modifiziert nach Beauchemin et al. 1999; Zimmermann, W. CEA-homepage.

Eine weitere Besonderheit der CEACAM-Proteine stellt deren grofle Anzahl von

N-Glykosylierungsstellen dar. Die Glykosylierung variiert je nach Expressionsort erheblich

und kann iiber 50 Prozent des Molekulargewichtes betragen. So bewirkt die heterogene

Glykosylierung von CEACAMI in der SDS-Page ein apparentes Molekulargewicht von bis

zu 180 kDa, wobei das Molekulargewicht des Proteingeriists der langen Isoform nur 48 kDa

betrigt (Becker et al. 1993).
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2.5.2 Expression und Funktion

Von allen CEACAM Rezeptoren ist CEACAMI1 am weitesten im Organismus verbreitet. Es
kann auf verschiedensten Epithelzellen, auf GefiBendothel sowie auf Leukozyten
nachgewiesen werden. Die Expression ist in Leber und Biirstensaum des
Gastrointestinaltraktes am stirksten (Odin and Obrink 1987; Odin and Obrink 1988; Becker
et al. 1989; Mowery and Hixson 1991; Godfraind et al. 1995; Prall et al. 1996). Eine dhnlich
weite Verbreitung ist nur bei CEACAMS6 zu finden (Kodera et al. 1993; Metze et al. 1996;
Scholzel et al. 2000). Weitere auf Epithelzellen besonders des Gastrointestinaltraktes aber
auch des Nasopharynx und der Lunge exprimierte Vertreter der CEACAM-Familie sind CEA
und CEACAM7 (Thompson, J. A. 1995).

Zwar dienen CEACAMI, CEA, und CEACAMG6 immer wieder als unspezifische
Tumormarker fiir verschiedene maligne Tumore, darunter Kolon-, Mamma- und
Lungenkarzinome, iiber ihre Expression auf gesundem Gewebe ist jedoch zum Teil noch sehr
wenig bekannt (Thompson 1994; Kim et al. 1992; Shi et al. 1994). Auch die
Expressionsmuster der anderen CEACAM Rezeptoren sind bisher nicht systematisch

untersucht worden.

Epithel Endothel sonstiges

CEACAM1 Osophagus, Magen, Duodenum, | v Hiamatopoetische Zellen,
Jejunum, Ileum, Kolon, Granulozyten, Leukozyten (B-
Pankreas, Leber, Gallenblase, und T-Lymphozyten,
Prostata, Urogenitaltrakt, Monozyten), Thrombozyten,
Schwei3- und Talgdriisen dendritische Zellen

CEACAM3 - - Granulozyten

CEA Kolon, Magen, Zunge % -

Osophagus, Prostata,
Urogenitaltrakt SchweiBdriisen,

Nasopharynx, Lunge

CEACAM6 verschiedene Organe, Ahnlich ? Granulozyten, Monozyten
wie CEACAM1

CEACAM7 Kolon - -

CEACAMS - - Granulozyten

CEACAMA4, 16, 18, 20, 21 ? ? ?

Tab. 2-1: Expression der verschiedenen humanen CEACAM Rezeptoren

Die Tabelle zeigt die bisher in der Literatur beschriebenen Expressionsorte der CEACAM Rezeptoren.
Grundlage fiir die Zusammenstellung der Informationen waren folgende Veroffentlichungen: Hanenberg et al.
1994; Fangsmyr et al. 1995; Prall et al. 1996; Kammerer et al. 1998; Kammerer et al. 2001; Kodera et al. 1993;
Metze et al. 1996; Scholzel et al. 2000; Majuri et al. 1994; Odin and Obrink 1987; Odin and Obrink 1988;
Becker et al. 1989; Mowery and Hixson 1991; Godfraind et al. 1995; Thompsen, J. A. 1995; Hammarstrom, S.
1999.
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Die Funktionen der verschiedenen Vertreter der CEACAM-Familie sind sehr vielfidltig. In
erster Linie handelt es sich um Adhésionsmolekiile (Ocklind and Obrink 1982; Rojas et al.
1990), die durch homo- oder heterophile Bindung sowie durch Interaktion mit dem
Zytoskelett den Zell-Zell-Kontakt vermitteln. Auferdem spielen sie eine wichtige Rolle
wihrend der Embryonalentwicklung, in der Angiogenese, der Zellproliferation und
-differenzierung, der Tumorgenese, fiir den Insulinstoffwechsel und fiir die angeborene und
erworbene Immunitit (Obrink, B. 1997; Hammarstrom, S. 1999; Zimmermann, W. 2002).
Verschiedene Mitglieder der CEA-Familie, vor allem das CEACAMI, sind als zellulédre
Rezeptoren fiir unterschiedliche Pathogene identifiziert worden. CEACAMs sind in
polarisierten Epithelien vor allem auf der apikalen Seite der Zellen lokalisiert und damit fiir
die auf Schleimhiuten vorkommenden Bakterien leicht zuginglich (Hammarstrom, S. 1999).
Alle im Folgenden beschriebenen Interaktionen finden mit der sterisch gut erreichbaren
N-terminalen IgV-Domine der CEACAM Rezeptoren statt. Die restlichen Teile des
Rezeptorproteins sind aufgrund der starken Glykosylierung als Bindungsstellen weniger gut
geeignet.

Die humanpathogenen gramnegativen Bakterien Neisseria meningitidis und Neisseria
gonorrhoe besiedeln vor allem die Schleimhéute des Urogenitaltraktes. Hierzu sind sie durch
die Expression verschiedener Adhisine in der Lage, unter ihnen die Gruppe der Opa (engl.:
opacity-associated) Proteine. Einige der Opa Proteine z.B. das Opas, binden an CEACAMI,
was die Bakterien zur Adhdsion und zum Einschleusen in epi- und endotheliale Zellen
befdhigt, aber auch die opsonierungsunabhingige Phagozytose durch Granulozyten
ermOglicht (Virji et al. 1996; Gray-Owen et al. 1997; Wang et al. 1998). Dariiber hinaus
binden verschiedene Stimme von Haemophilus influenzae an CEACAMI. Das hierbei
interagierende Molekiil ist das phasenvariable Oberfldachenprotein PS5 (Virji et al. 2000; Hill et
al. 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch das Oberflachenprotein UspAl von M.
catarrhalis an CEACAMI1 sowie die Typ 1 Fimbrien von Salmonella typhimurium und
Escherichia coli an CEACAMI1, CEA und CEACAMG6 binden kénnen (Hill and Virji 2003;
Virji et al. 2000; Leusch et al. 1990, 1991a,b; Sauter et al. 1991). Ein nicht bakterielles
Pathogen, das in der Maus ebenfalls CEACAMI fiir den Eintritt in die Wirtszelle nutzt, ist
das murine Hepatitisvirus (MHV) aus der Gruppe der Coronaviren. Hier erfolgt die Bindung
an CEACAMI1 iiber das spike-Glykoprotein des Virus (Dveksler et al. 1993a).
Interessanterweise sind CEACAM Rezeptoren auch an der intrazelluldren Signaltransduktion
beteiligt. Beispielsweise fiihrte die Aktivierung von CEACAMI1 durch Neisseria gonorrhoea

zu einer Verminderung der Aktivierung und Proliferation von CD4 T-Lymphozyten (Boulten
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and Gray-Owen 2002). Ebenso wurde CEACAM1 als inhibitorischer Korezeptor des T Zell-
Rezeptors beschrieben (Nagaishi et al. 2006).

2.6 Signaltransduktion

Signaltransduktionskaskaden dienen unter anderem der Fortleitung von Signalen von der
Zellmembran in den Zellkern. Diese klassische Signaltransduktion beginnt mit der Erkennung
eines Signals durch spezifische Rezeptoren. Die darauf folgende intrazelluldre
Signaliibermittlung erfolgt via Kinasen-Kaskaden und miindet in der Aktivierung von Trans-
kriptionsfaktoren, welche an die DNA binden und die Expression verschiedener Proteine z.B.
von Adhisionsmolekiilen, Rezeptoren, Enzymen oder Zytokinen initiieren. Die
Signaltransduktion der Zelladhidsionsmolekiile und anderer Rezeptorproteine findet unter
anderem durch folgenden Mechanismus statt: eine reversible Proteinphosphorylierung der
Rezeptoren und deren anschlieBende Interaktion mit zytoplasmatischen Signalproteinen
(Hunter, T. 2000). Die Proteinphosphorylierung wird durch die Familie der Proteinkinasen
bewirkt. Diese Enzyme konnen die terminale Phosphatgruppe aus dem ATP auf die
Hydroxyl-Seitenketten der Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin iibertragen. Die
Hydrolyse dieser Bindung und die Freisetzung des Phosphates wird durch
Proteinphosphatasen katalysiert. Beide Enzymklassen konnen, basierend auf ihrer
katalytischen Spezifitdt, in Serin/Threonin- und Tyrosin-spezifische Gruppen unterteilt
werden. Die Auswirkungen der Proteinphosphorylierungen sind vielfiltig. Schon lange ist
bekannt, dass Enzymaktivititen durch Phosphorylierung beeinflusst werden (Krebs and
Beavo 1979).

Dariiber hinaus wird durch Phosphorylierung auch die Interaktion von Proteinen reguliert.
Ein wesentlicher Schritt zur Aktivierung vieler Signaltransduktionskaskaden besteht in der
Rekrutierung zytoplasmatischer Proteine an die Membran durch die Bindung an
phosphorylierte Rezeptoren. An der Membran kénnen diese Proteine ihrerseits phosphoryliert

werden oder selbst auf andere membrangebundene Ziele wirken (Hunter, T. 2000).
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2.6.1 Die CEACAM1-Signalkaskade

Zur Aktivierung einer Signalkaskade nach Bindung eines Liganden muss CEACAMI in der
Lage sein, Signale zu empfangen, zu modulieren und weiterzuleiten. Der zytoplasmatische
Anteil des CEACAMI1 Rezeptors enthélt mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen. Im
CEACAMI-S liegt nur das Serin 449 in einer Konsensussequenz fiir die Proteinkinase C
(PKC) vor (Edlund et al. 1998); CEACAMI-L hingegen besitzt mehrere Serin- und
Threoninreste, die phosphoryliert werden konnen. Zusitzlich weist CEACAMI-L zwei
Tyrosine auf. Das membrannahe Tyrosin 459 liegt in einer ITIM-Doméne. AuBlerhalb dieses
ITIMs liegt das Tyrosin 486. ITIMs und ITAMs werden in einer Vielzahl von
Membranrezeptoren gefunden, wie z.B. dem T- und B Zell-Rezeptor, FcyRIIB, CD22 und
Interleukinrezeptoren. Nach ihrer Phosphorylierung binden ITIMs und ITAMs Proteinkinasen
bzw. -phosphatasen, deren Aktivierung zur Stimulation oder Termination von Signalwegen
fiihrt (Daeron et al. 1995; Burshtyn et al. 1997; Obrink, B. 1997). Das Tyrosin 459 des
CEACAMI1 Rezeptors wird durch die Tyrosinkinase des Insulinrezeptors und die Kinasen der
src-Familie, C-src, lyn und hck phosphoryliert (Margolius et al. 1990; Brummer et al. 1995;
Skubitz et al. 1995). Daten iiber die Phosphorylierung des Tyrosin 486 liegen bisher nicht
VOr.

Nach seiner Tyrosinphosphorylierung kann CEACAMI1 eine Reihe von Substraten binden.
Hier sind vor allem die Proteinkinasen c-src, lyn und hck und die Proteinphosphatasen SHP1
und SHP2 zu nennen (Brummer et al. 1995; Skubitz et al. 1995; Beauchemin et al. 1997,
Huber et al. 1999).

Die funktionelle Bedeutung der Tyrosinreste in der zytoplasmatischen Domine des
CEACAMI1 wurde in mehreren Studien untersucht und obwohl die Bedeutung dieser
Phosphorylierung fiir verschiedene Funktionen wie z.B. den inhibitorischen Effekt des
CEACAMI1 auf die Stimulation der Zellproliferation durch Insulin (Poy et al. 2002a) klar

gezeigt werden konnte, ist ihre Regulation zum Teil nicht vollstindig gekléart.

2.6.2 Die TLR2-Signalkaskade

Die Ligandenbindung an Toll-like Rezeptoren erfolgt tiber ihre extrazelluldre leuzinreiche
Domiine (engl.: leucine-rich-repeat; LRR) und fiihrt nach entsprechender Signalweiterleitung
unter anderem iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zur Expression
verschiedener Gene, die an immunologischen, inflammatorischen und apoptotischen

Prozessen beteiligt sind.
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Die Signalweiterleitung erfolgt iiber zwei voneinander unabhingige Kaskaden: eine
MyD88-abhingige und eine PI3 Kinase-abhidngige Signalkaskade. Beide Wege werden im
Folgenden kurz dargestellt, wobei die PI3 Kinase-abhingige Kaskade fiir die vorliegende
Arbeit die wesentliche Rolle spielt.

2.6.2.1 Der MyDS88-abhdingige Signalweg

Die Bindung eines Liganden an den Toll-like Rezeptor 2 induziert die Rekrutierung der
intrazelluliren TIR (Toll-/IL1 Rezeptor)-Doméne an eine homologe Doméne in dem
TLR2-Adaptermolekiil MyD88 (engl.: myeloid differentiation factor 88). Im Anschluss folgt
eine Aktivierung der IRAK (engl.: interleukin receptor-associated kinase), welche wiederum
an ihr Adaptermolekiill TRAF6 (engl.: tumor necrosis factor receptor-associated factor 6)
bindet. Uber ein weiteres Adapterprotein TAB (engl.: TAKI-binding protein) kommt es zur
Aktivierung der TAK (engl.: transforming growth factor B activating kinase), einer
MAPKKK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Kinase-Kinase). TAK aktiviert dann sowohl
die MAPK-Kaskade, als auch die IxB-Kinase (IKK), woriiber der kanonische NF-kB-Weg
aktiviert wird (Aderem and Ulevitch, 2000; Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Takeda et al., 2003;
Takeda and Akira, 2005).

TLR2

Zell bran [ 1
TIR - Domiine HMyDSS

IRAK

»
TRAF6
TAB g

> TAK
mapkk [ \D IKK

Abb. 2-4: MyD88-abhiingige TLR2-Signalkaskade

Durch die Bindung eines Liganden an den TLR2 mit seiner intrazelluldr gelegenen TIR-Doméne (Toll-/IL1 Re-
zeptor-Domine) kommt es mit Hilfe von Adaptermolekiilen (MyD88, myeloid differentiation factor 88; TRAF,
tumor necrosis factor receptor-associated factor; TAB, TAKI-binding protein) zur Aktivierung von Kinasen
(IRAK, interleukin receptor-associated kinase; TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated factor; TAK,
transforming growth factor B activating kinase), was in der Induktion zweier Signalwege, des kanonischen
NF-xB-Wegs durch IKK (IxkB-Kinase) und der MAP-Kinasen-Kaskaden durch MAPKKK (Mitogen-aktivierte
Protein-Kinase-Kinase-Kinase) fiihrt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Aderem and Ulevitch, 2000;
Takeda and Akira, 2005.
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2.6.2.2 Der PI3 Kinase-abhdingige Signalweg

Die Phosphoinositid-3 Kinase (PI3K) ist ein Heterodimer, bestehend aus einer
regulatorischen p85-Untereinheit und einer katalytischen pl10-Untereinheit, welches
konstitutiv in den meisten menschlichen Zellen exprimiert wird. Die TLR2-induzierte
Signalkaskade iiber die PI3K verlduft MyD88-unabhingig (Arbibe et al. 2000). Es wurde
gezeigt, dass die direkte Interaktion der p85-Untereinheit der PI3K mit TLR2 fiir die
Aktivierung von NF-xB von wesentlicher Bedeutung ist (Arbibe et al. 2000; Chun and Prince
2006; Ruse and Knaus 2006).

Ligandenbindung an TLR2 fiihrt zu dessen Aktivierung, was eine Phosphorylierung der
p85-Untereinheit der PI3K zur Folge hat. Diese Phosphorylierung dient der Aktivierung der
PI3K und mit Hilfe der pl110-Untereinheit wird die Serin/Threoninkinase Akt aktiviert, was

im weiteren Verlauf in einer NF-xB-Freisetzung miindet (Arbibe et al. 2000).

TLR2
Zell bran [ 1
p85
p10 J
»
 —

Akt

NF-xB

Abb. 2-5: PI3 Kinase-abhiingige TLR2-Signalkaskade

Ligandenbindung und somit Aktivierung von TLR2 fiihrt zur Aktivierung der PI3 Kinase tiber Phosphorylierung
ihrer regulatorischen Untereinheit p85. Mit Hilfe der katalytischen Untereinheit p110 wird anschliefend die
Serin/Threoninkinase Akt aktiviert. Die Abbildung wurde modifiziert nach Arbibe et al. 2000.



Schrifttum 21

2.6.2.3 Korezeptoren von TLR2

Die Signalkaskade von TLR2 ist bereits gut untersucht. Welchen Einfliissen jedoch ihre
Regulation unterliegt ist zum Teil noch unklar. Underhill stellte fest, dass die gleichzeitige
Ligation des Dektinl Rezeptors mit beta-1,3 Glykanen von Pilzen eine signifikante
Steigerung der TLR2-vermittelten Zytokinproduktion zur Folge hat. Er fiihrt dies auf den
aktivierenden Einfluss der ITAM-dhnlichen Doméne des Dektinl Rezeptors zuriick und
konnte eine Abhingigkeit zu deren Phosphorylierung nachweisen (Underhill, D.M. 2007).
AuBerdem wurde vor kurzem in Mausfibroblasten gezeigt, dass dort die Bindung von
Staphylococcus aureus an einen ITIM tragenden Ig-like Rezeptor zur Hemmung der
TLR2-vermittelten Zytokinfreisetzung fiihrt (Nakayama et al. 2007). Wie diese Interaktionen
jedoch genau ablaufen, konnte bisher nicht geklirt werden.

Bisher ist von verschiedenen Korezeptoren bekannt, dass sie ihre hemmenden oder
aktivierenden Wirkungen durch Kolokalisation mit den entsprechenden Rezeptoren erzielen.
Dabei bringen sie z.B. die Rezeptor-assoziierten Tyrosinphosphatasen SHP1 und SHP2 in
rdumliche Nihe zu ihren Substraten, welche dann durch Dephoshophorylierung von
Phosphotyrosinresten Einfluss auf deren Signalkaskaden nehmen konnen. In diesem
Zusammenhang wurde z.B. der FcRIIB Rezeptor beschrieben, der durch Antigen-
Antikorperkomplexe mit dem B Zell-Rezeptor koaggregiert und dann inhibitorisch wirkt
(Coggeshall, K.M. 1998).

Fiir TLR2 konnte in der Vergangenheit bereits eine Heterodimerisierung mit den Toll-like
Rezeptoren 1 und 6 gezeigt werden. Weder TLR1 noch TLR6 wurden bisher als singulir
aktive Rezeptoren beschrieben, jedoch erkennen TLR2/TLRI1-Heterodimere diacetylierte
Lipopeptide (Takeuchi et al. 2002) wihrend TLR2/TLR6-Heterodimere triacetylierte
Lipopeptide erfassen (Takeda et al. 2003). In Uberexpressionsversuchen konnte gezeigt
werden, dass TLR2 und TLR1 im Gegensatz zu TLR2 und TLR6 nach Stimulation mit
Streptococcus pneumoniae die TLR2-vermittelten NF-xB-Freisetzung synergistisch
verstiarken (Schmeck et al. 2006).

All diese Ergebnisse fiihren zu der Frage, ob eventuell auch CEACAMI in der Lage ist, liber
seine ITIM-Domiine einen hemmenden Einfluss auf die TLR2-vermittelte NF-kB-Freisetzung
auszuiiben. Interessanterweise konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass die in
der CEACAMI-Signalkaskade bedeutsame Proteinphosphatase SHP1 unterschiedliche
negative PI3K-abhingige Riickkopplungsmechanismen initiiert: so hemmt sie unter anderem
die PI3K-abhidngige Signalkaskade des T Zell-, des Somatostatin- und des Insulinrezeptors
(Nagaishi et al. 2006; Bousquet et al. 2006; Dubois et al. 2006). Ob CEACAM1 tatsichlich



22 Schrifttum

als eine Art Korezeptor von TLR2 fungiert und durch welche Mechanismen diese mogliche

Funktion vermittelt wird, soll in der folgenden Arbeit geklért werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Zelllinien und Zellkultur

3.1.1.1 Primdre Bronchialepithelzellen

Die primédren Bronchialepithelzellen wurden von gesunden Spendern mittels
Bronchialbiirstenprobe in der Klinik fiir Infektiologie m. S. Pneumologie, Charité Berlin im
Rahmen einer bronchoskopischen Untersuchung gewonnen und in Zellkulturgefd3en
angeziichtet. Sie wurden in der ersten bis dritten Passage eingesetzt. Alle Personen haben
vorher schriftlich ihre Einwilligung zu der Untersuchung und der Materialgewinnung

gegeben. Die Studie ist von der Ethikkommission der Charité genehmigt worden.

3.1.1.2 Alveolarzellkarzinom-Zelllinie (A549)

Die A549 Zellen wurden von der American Type Culture Collection™ ATCC, Rockville,
USA bezogen. Es handelt sich um Zellen, die urspriinglich aus einem Lungenadenokarzinom
isoliert wurden und Eigenschaften von Alveolarepithelzellen des Typs II besitzen (Lieber et

al. 1976). Fiir die Versuche wurden Zellen in den Passagen 10 bis 35 verwendet.

3.1.1.3 Humane embryonale Nierenepithelzelllinie (HEK 293)

Die HEK?293 Zellen wurden bei der ,,.Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH* (Braunschweig) erworben und sind eine permanente Linie primérer
humaner embryonaler Nierenzellen (HEK; Nummer: ACC 305; Kennzeichnung: 293). Die
Zellen sind mit Adenovirus Typ 5 DNA transformiert (Graham et al. 1977). Sie wurden

zwischen Passage 10 und 30 eingesetzt.
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3.1.1.4 Humane Bronchialepithelzelllinie (Beas2B)

Die humane Bronchialepithelzelllinie Beas2B wurde uns freundlicherweise von C. Harris,
NIH, Bethesda, MD zur Verfiigung gestellt. Die Ursprungszellen wurden durch Biopsie einer
gesunden Spenderlunge entnommen und durch Transfektion mit einem Adenovirushybrid
12-SV40 (Ad12SV40) immortalisiert (Reddel et al. 1988). Ohne Zugabe von Serum bleiben

die Beas2B Zellen undifferenziert. Sie wurden zwischen Passage 7 und 25 eingesetzt.

3.1.1.5 Medien fiir Zellkultur und Kryokonservierung

Primiire Zusammensetzung Hersteller
Bronchialepithelzellen

Stimulationsmedium

Bronchialepithelzell- 500 ml Clonetics, Cambrex
Basalmedium (BEGM)

Epidermal growth factor 0,5 ng/ml Clonetics, Cambrex
Insulin S pg/ml Clonetics, Cambrex
Transferrin 10 pg/ml Clonetics, Cambrex
Epinephrin 0,5 pg/ml Clonetics, Cambrex
Tri-Jodthyronin 6,5 ng/ml Clonetics, Cambrex
Bovine pituatary extract 52 pg/ml Clonetics, Cambrex
All trans Retinolsidure 0,1 ng/ml Clonetics, Cambrex
Zellkulturmedium

Gentamycin 50 pg/ml Clonetics, Cambrex
Amphothericin B 50 ng/ml Clonetics, Cambrex
Nystatin 20 ul Sigma
Cyprofloxacin 10 pul Sigma
BEGM-Stimulationsmedium 100 ml

ad

Adhéasionsfliissigkeit

Kollagen 400 pl Vitrogen100
Essigsiure 31,6 ml Merck

Tab. 3-1: Kultur- und Stimulationsmedien der priméren Bronchialepithelzellen
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A549 Zellen Zusammensetzung Hersteller
Stimulationsmedium

Dulbeccos Modified Eagle 500,00 ml Gibco
Medium (DMEM)

Zellkulturmedium

Dulbeccos Modified Eagle 500,00 ml Gibco
Medium

FCS* 10,00 % Gibco
Kryokonservierungsmedium

FCS* 10,00 % Gibco
Dimethylsulfoxid (DMSO) 10,00 % Sigma
Dulbeccos Modified Eagle Gibco
Medium

Tab. 3-2: Kultur- und Stimulationsmedien der A549 Zellen

HEK293 Zellen Zusammensetzung Hersteller
Stimulationsmedium

Dulbeccos Modified Eagle 500,00 ml Gibco
Medium (DMEM)

Zellkulturmedium

Dulbeccos Modified Eagle 500,00 ml Gibco
Medium

FCS* 10,00 % Sigma
Glutamin (200 mM, 100 x) 5,00 ml Gibco
Kryokonservierungsmedium

Dimethylsulfoxid (DMSO) 10,00 % Sigma
Zellkulturmedium

Tab. 3-3: Kultur- und Stimulationsmedien der HEK293 Zellen

*Das fiir das Zellkulturmedium verwendete FCS wurde zur

Komplementfaktoren fiir eine Dauer von 30 min auf 56 °C erhitzt.

Inaktivierung von
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Beas2B Zellen Zusammensetzung Hersteller
Zellkultur- und

Stimulationsmedium

Keratinocyte SFM 500,00 ml Gibco
Epithelial Growth Factor 2,50 ug Gibco
Bovine pituatary extract 25,00 mg Gibco
Glutamin (200 mM, 100 x) 5,00 ml Gibco
Epinephrin-Hydrochlorid 250,00 pl Sigma
(1 mg/ml)

All trans Retinolsidure 50,00 ul Sigma
(1 mg/ml)

Adhisionsfliissigkeit

Keratinocyte SFM 100,00 ml Gibco
Bovines Serumalbumin (BSA) 1,00 ml Sigma
(100 mg/ml)

Fibronectin (1 mg/ml) 1,00 ml Sigma
Vitronectin (50 pg/ml) 0,10 ml Sigma
Kryokonservierungsmedium

Keratinocyte SFM 10,00 ml Gibco
Polyvinylpyrolidon (PVP) 1,00 % Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) 7,50 % Sigma

Tab. 3-4: Kultur- und Stimulationsmedien der Beas2B Zellen

3.1.2 Bakterienkultur

3.1.2.1 Moraxella catarrhalis Staimme O35E, O35E.1

Der Wildtypstamm O35E (Serotyp A) sowie die Ubiquitous surface protein Al (UspAl)

defiziente Mutante O35E.1 wurden freundlicherweise von Eric Hansen, University of Texas

Southwestern Medical Center, Dallas Texas, USA zur Verfiigung gestellt.
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3.1.2.2 Escherichia coli (OpA B, OpA J)

Fiir die Aufreinigung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurde der kompetente
E. coli Stamm DHS5¢o™ (Invitrogen) eingesetzt.

Die fiir die Stimulation der Zellen verwendeten E. coli wurden uns freundlicherweise von
Peter van der Ley (Laboratory of Vaccine Research, National Institute of Public Health and
Environment, RIVM Bilthoven, Niederlande) zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich hierbei
um den E. coli Stamm CE1265. In diesen wurde ein pMRS Plasmid mit den Neisseria
meningitidis-H44/76-Oberflichenproteinen Opa B128 bzw. Opa J129 codierenden Sequenzen
transformiert und die Mutanten durch ihre zusitzlich erworbene Chloramphenicolresistenz se-

lektiert.

3.1.2.3 Medien fiir die Bakterienkultur

M. catarrhalis Zusammensetzung Hersteller

Brain-Heart-Infusion (BHI)

Medium

BHI-Pulver 37,00 g BD Biosience
A. bidest. ad 1000,00 ml

Brain-Heart-Infusion

Kryomedium

Brain-Heart-Infusion-Medium 500,00 ul

(Vorkultur)

Glycerol (99 %ig) 500,00 ul Sigma

Brain-Heart-Infusion Agar*

Agar 7,50 g Beckton Dickinson
defibriniertes Schafsblut 5,00 % Dibco
BHI-Medium ad 1000,00 ml

Brain-Heart-Infusion

Selektionsagar*

Kanamycin 20,00 mg Sigma

BHI-Agar ad 1000,00 ml

Tab. 3-5: Wachstums- und Selektionsmedien fiir die Kultur von M. catarrhalis
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E. coli Zusammensetzung Hersteller
Luria-Bertani (LB) Medium

Trypton (enzymatisch 10,00 g Fluka
hydrolysiert aus Casein)

Hefeextrakt 5,00 g Sigma
Natriumchlorid 5,00 g Roth

A. bidest. ad 1000,00 ml

Luria-Bertani Kryomedium

Luria-Bertani Medium 500,00 ul

(Vorkultur)

Glycerol 99 %ig 500,00 pl Sigma
Luria-Bertani Agarplatten*

(E. coli Stamm CE1265)

Agar 15,00 g Beckton Dickinson
Luria-Bertani Medium ad 1000,00 ml

Luria-Bertani

Selektionsagarplatten*

(E. coli Stamm DH5 ™)

Ampicillin 50,00 mg Sigma
Luria-Bertani Agar ad 1000,00 ml

Luria-Bertani

Selektionsagarplatten™

(E. coli Opa B128, Opa

J129)

Chloramphenicol 25,00 mg Sigma
Luria-Bertani Agar ad 1000,00 ml

Tab. 3-6: Wachstums- und Selektionsmedien fiir die Kultur Opa-exprimierender E. coli

*Nach Fertigstellung der Medien wurden diese fiir 10 min bei 115 °C autoklaviert und

anschliefend bei 4 °C gelagert. Die Zugabe des Schafblutes, des Kanamycins, des

Chloramphenicols und des Ampicillins erfolgte nach dem Abkiihlen des Mediums

unter 42 °C.




Material

3.1.3 Molekularbiologische Methoden

3.1.3.1 PCR

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Kit der Firma Qiagen entsprechend der

Herstellerangaben.

PCR- Puffer Zusammensetzung Hersteller
Lysepuffer

RLT 1,00 ml Qiagen
-Mercaptoethanol 0,01 % Sigma
TAE Puffer, pH 8,0

Tris Base 4,84 ¢ Sigma
Eisessig (100 %ig) 1,14 ml Merck
EDTA (0,5 M) 2,00 ml Roth

A. bidest. ad 1000,00 ml

Tab. 3-7: Puffer fiir die PCR

Mastermix (RT-PCR) Zusammensetzung je Probe Hersteller
AMYV-Reverse Transkriptase 0,75 pl Promega
(1U/ul)

AMV-RT Puffer (5x) 4 ul Promega
RNAsin (Rnase Inhibitor) 0,75 pl Promega
Random Hexamer Primer 1 ul Pharmacia Biotech
Nukleotide (100 mM) 2ul Promega
A. bidest. variabel

Tab. 3-8: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die RT-PCR

Mastermix (PCR) Zusammensetzung je Probe Hersteller
RED Tagqg-Puffer (10x) 2,5 ul Sigma
RED Taq DNA-Polymerase 0,75 pul Sigma
(1U/ul)

Nukleotide (100 mM) 0,5 ul Promega
Vorwirts- und 0,25 pl TIB MOLBIOL
Riickwiértsprimer (0,5 pg/ul)

A. bidest. 15,5 ul

Tab. 3-9: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die PCR
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Agarosegel Zusammensetzung Hersteller

TAE Puffer, pH 8,0

Tris Base 4,84 ¢ Sigma

Eisessig (100 %ig) 1,14 ml Merck

EDTA (0,5 M) 2,00 ml Roth

A. bidest. ad 1000,00 ml

Agarosegel (2%)

Agarose 2g Promega

TAE-Puffer (1x) 100 ml

Ethidiumbromid 4 ul Sigma

Tab. 3-10: Zusammensetzung des Agarosegels fiir die Gelelektrophorese

PCR Vorwirts - Riickwiirts - | Annealing - | Zyklen Hersteller
Sequenz Sequenz Temperatur

CEACAMI1-4L |57- gCAACA |57- gTTtgg 60 °C 28 TIB
ggACCACAg | gAgTCAgAg MOLBIOL
TCAAgACgA | gTTgeTg

CEA 5°- AgCAAg |57- gCTggA 60 °C 30 TIB

(CEACAMS) |CTACAAATg |AAgTCCCAT MOLBIOL
TgAAACCC |TgACAA

CEACAMO6 5°- TCAAtg 5- ACTCCA 60 °C 30 TIB
ggACgTTCC |ATCgTgAtg MOLBIOL
AgCAAT CCgAC

CEACAM7 5- ACAACT |5°-CgCTgA 60 °C 30 TIB
TCAATCCgg |gTAgAACgA MOLBIOL
TggAgA gggTC

TLR2 57- gCCAAA |5°-TTgAAg 63 °C 28 TIB
gTCTTgATT |TTCTCCAgC MOLBIOL
gATTgg TCCTg

GAPDH 5-CCACCC |5°-TCTAgA 60 °C 22 TIB
ATggCAAAT |CggCAggTC MOLBIOL
TCCATggCA |AggTCCACC

Tab. 3-11: PCR-Primersequenzen
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3.1.3.2 Facs

primiire Antikorper |Spezies Konzentration Hersteller
CEACAMI1 Maus 50 pg/ml Singer, B.B., Institut
(mAB, 18/20) fiir Anatomie, Essen
CEA (clone Col-1) Maus 50 pg/ml Zytomed Systems
CEACAMG6 Maus 50 pg/ml Genovac
CEACAM7 (Bac2) |Maus 50 pg/ml Genovac

anti-TLR2 Maus 10 pg/ml Santa Cruz

(mAB, clone 17) Biotechnologies
sekundiire Spezies Konzentration Hersteller
Antikorper

FITC-gekoppelter Ziege 1:40 Invitrogen
anti-mouse F(ab),

Tab. 3-12: Primire und sekundére Facs-Antikorper

3.1.3.3 Transiente Transfektion von HEK293 und A549 Zellen

Transfektionsreagenzien

Hersteller

CalPhos Mammalien Transfection Kit

BD Bioscience

Superfect Transfection Reagent

Qiagen

Solution V

Amaxa

Tab. 3-13: Transfektionsreagenzien
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Plasmid DNA-Menge /Well |DNA-Menge /Well |Herkunft
(CalPhos Kit) (Superfekt)

pcDNA3 hTLR2 0,025 pg 2ug Tularik Inc.,
San Francisco

GFP-tagged-TLR2 - 2ug Heine, H., Institut fiir
Immunologie und
Zellbiologie, Borstel

pRc/CMV- 0,025 pg 2ug Zimmermann, W.,

CEACAMI1-4L (wt) Miinchen

clone a

pRc/CMV- 0,025 png - Zimmermann, W.,

CEACAMI1-4L Miinchen

Y459F #3 clone b

pRc/CMV- 0,025 png - Zimmermann, W.,

CEACAMI1-4L Miinchen

Y486F #11 clone a

pGL3-Luciferase- 0,05 ug - Hippenstiel, S.,

Reporterplasmid Medizinische Klinik
m. S. Infektiologie,
Charité, Berlin

RSV- 0,05 ug - Hallatschek, W.,

B-Galaktosidase-
Plasmid

Institut fiir Mikrob.
und Hygiene, Charité,
Berlin

Tab. 3-14: Transfektionsplasmide

SiRNA Vorwirts-Sequenz | Riickwiirts-Sequenz | Hersteller
CEACAMI1 5’-CGU AUU GGU |5- AAG ACC UCA |Ambion
GUG AGG UCU Utt |CAC CAA UAC Gtc
SHP1 5°- GCA GGA GGU |5-CAA GUU CUU | Ambion
GAA GAA CUU Gt |CAC CUC CUG Ctt
SHP2 5°-CGG CAA GUC |5-GGU CACUUU |Ambion
UAA AGU GAC Ctt | AGA CUU GCC Gtc
Kontroll SiIRNA 5°-UUC UCC GAA MWG-Biotech AG
CGU GUC ACG Utt

Tab. 3-15: SiRNA Sequenzen




Material

3.1.3.4 Konfokalmikroskopie

Zusammensetzung Hersteller
Fixierungsmedium
PFA 3% Merck
Waschpuffer
Dulbeccos PBS (1x) PAA
Verdiinnungsmedium
Tween 20 0,05 % Sigma
BSA 1 % Sigma
Dulbeccos PBS (1x) 20 ml PAA
Permeabilisierungsmedium
Triton X 100 1 % Boeringer
Verdiinnungsmedium
Blockpuffer
Ziegenserum 5 % PAA
Verdiinnungsmedium
Eindeckelmedium Beckmann Coulter

Tab. 3-16: Puffer und Losungen fiir die Konfokalmikroskopie

primiire Antikorper | Spezies Konzentration Hersteller
CEACAMI1 Maus 2 pug/ml Singer, B.B., Institut
(mAB 18/20) fiir Anatomie, Essen
sekundire Spezies Konzentration Hersteller
Antikorper

Alexa546 anti-Maus- | Ziege 1:8000 Invitrogen

IgG

Alexa488 anti-GFP | Kaninchen 1:1000 Invitrogen

Tab. 3-17: Primire und sekundére Antikorper fiir die Konfokalmikroskopie
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3.1.3.5 Elisa

Lysepuffer Zusammensetzung Hersteller
RIPA-Puffer

Tris HCL; pH 7,5 50 mM Sigma
Natriumchlorid 150 mM Sigma

Triton X-100 1 % Boeringer
Natriumdeoxycholat 0,5 % Merck
Proteaseinhibitor Cocktail Set III 10,00 pg/ml Calbiochem
PhosSTOP Phosphataseinhibitor 10,00 pg/ml Roche
Carbonatpuffer 0,1 M; pH 9,5

Natriumhydrogencarbonat 420¢g Merck
Natriumcarbonat 1,78 g Merck

A. bidest. ad 500,00 ml

Blockpuffer

Dulbeccos PBS (1x) 45,00 ml PAA

FCS 5,00 ml Gibco
Waschpuffer

Dulbeccos PBS (1x) 1000,00 ml PAA
Tween20 0,05 % Sigma
Substratlosung /TMB Substrat

Reagent Set

Wasserstoffperoxid 50,00 % BD Bioscience
Peroxidase-konjugierte AffiniPure Jackson Immuno
F(ab”)2 Fragmente research
3,37,5,5 Tetramethylbenzidine 50,00 % BD Bioscience
Stopplosung (2 N H,SOy4)

H,SO4 (95-97 %ig) 27,47 ml Merck

A. bidest. ad 500,00 ml

Tab. 3-18: Elisa-Puffer
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Antikorper Konzentration Hersteller
Capture Antikorper 1:250 BD Bioscience
anti humanes 118

Detektionsantikorper 1:250 BD Bioscience
anti humanes IL8

Rabbit anti-human TLR2 0,5 ug/Well Lifespan Biosciences
Anti-p850a 0,5 ug/Well Santa Cruz
Tab. 3-19: Antikorper fiir den Elisa

3.1.3.6 Western Blot

Western-Blot-Puffer und Zusammensetzung Hersteller
-Losungen

Phosphoproteinwaschpuffer

Natriumorthovanadat 5,00 ml Sigma

(98 %ig, 200 mM)

Natriumpyrophosphat 50,00 ml Sigma

(150 mM)

Natriumfluorid 50,00 ml Sigma

(99 %ig, 1 M)

Dulbeccos PBS (1x) ad 500,00 ml PAA
Lyse-Puffer zur

Proteinextraktion

Tris-HCI, pH 7,4 50,00 mM Sigma
EDTA 1,00 mM Roth

EGTA 1,00 mM Sigma
PMSF 1,00 mM Sigma
Antipain, Leupeptin, je 10,00 pg/ml Sigma
Pepstatin

Nonidet® P-40 (99 %ig) 1,00 % Fluka
Natriumfluorid 50,00 mM Sigma
Natriumpyrophosphat 5,00 mM Sigma

SDS 0,10 % Serva
Natriumpervanadat 2 mM Merck
(Natriumorthovanadat +

H,0,)

Bradford Reagenz

BioRad Protein Assay 20,00 % BioRad

A. bidest. 80,00 %
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Western-Blot-Puffer und Zusammensetzung Hersteller
-Losungen

Gelladepuffer nach Lammli

Tris-HCI, pH 6,8 (0,5 M) 1,00 ml Sigma
Glycerol 0,80 ml Sigma
SDS (10 % w/v) 1,60 ml Serva
Bromphenolblau (1 % w/v ) 0,40 ml Pharmacia Biotech
-Mercaptoethanol (1 % v/v) 0,40 ml Sigma

A. bidest. ad 5,00 ml
Gelelektrophoresepuffer

Tris-Base 3,00 g Sigma
Glycin 1440 g Merck
SDS (10 % w/v) 1,00 g Serva

A. bidest. ad 1000,00 ml

Blotpuffer

Tris-Base 3,00 g Sigma
Glycin 14,40 g Merck
Methanol 20,00 % Merck

A. bidest. ad 1000,00 ml

Blockpuffer

Ody Blocking Buffer 50,00 % LI-COR
Dulbeccos PBS (1x) 50,00 % PAA
Ponceau-S-Proteinfirbung

Ponceau S 1,00 g Sigma
Essigsédure (100 %ig) 50,00 ml Merck

A. bidest. ad 1000,00 ml

Tab. 3-20: Puffer und Losungen fiir den Western Blot
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Western-Blot-Gele Zusammensetzung Hersteller

Sammelgel

Tris-HCI (0,5 M), pH 6,8 2,50 pl Sigma

SDS (10 % w/v) 100,00 pl Serva

Bis-Acrylamid 1,33 ml Serva

(40 %ig, Ratio 19:1)

TEMED 10,00 pl R&D Systems

Ammoniumpersulfat 50,00 ul Serva

(10 %ig)

A. bidest. ad 10,00 ml

Trenngel (10 %ig)

Tris-HCI (1,5 M), pH 8,8 2,50 ml Sigma

SDS (10 % w/v) 100,00 pl Serva

Bis-Acrylamidlosung 3,35 ml Serva

(40 %ig, Ratio 19:1)

TEMED 5,00 pl R&D Systems

APS (10 %ig) 3,35 ml Serva

A. bidest. ad 10,00 ml

Tab. 3-21: Western Blot Gele (SDS-Page)

primiire kDa Spezies Konzentration | Hersteller

Antikorper

SHP1 90 Kaninchen 1:1000 Calbiochem

SHP2 70 Kaninchen 1:1000 R&D Systems

Phosphotyrosin Maus 1:1000 Upstate

(mAB 4G10) Biotechnology

CEACAMI1 120 - 160 Maus 1:1000 Singer, B.B.,

(mAB 18/20) Institut fiir
Anatomie, Essen

TLR2 (N-17): 90 Ziege 1:200 Santa Cruz

sc8689 Biotechnology

Akt 80 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
Technology

p-Akt pS437 60 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
Technology

Aktin 42 Ziege 1:1000 Santa Cruz
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sekundire Antikorper |Spezies Konzentration Hersteller
Anti-Maus-IgG Ziege, gekoppelt 1:2000 LI-COR

an IRDye 800
Anti-Maus-I1gG Ziege, gekoppelt 1:2000 LI-COR

an Cy5.5
Anti-Kaninchen-IgG Ziege, gekoppelt 1:2000 LI-COR

an IRDye 800
Anti-Kaninchen-IgG Ziege, gekoppelt 1:2000 LI-COR

an Cy5.5
Anti-Ziege-1gG Maus, gekoppelt 1:2000 LI-COR

an IRDye 800
Tab. 3-22: Primédre und sekundére Antikorper fiir den Western Blot
3.1.3.7 Immunprdzipitation
Antikorper Spezies Konzentration Hersteller
Anti-CD66acd Ratte 2 ug/ml Serotec
Anti-TLR2 Maus 2 ug/ml eBioscience
Tab. 3-23: Antikorper fiir die Immunprizipitation
3.1.3.8 Adhdsionsassay
Antikorper Spezies Konzentration Hersteller
CEACAMI1 Maus 20 pg/ml B.B. Singer, Institut
(mAB 18/20) fiir Anatomie, Essen
Kontroll-AK Maus 20 pg/ml B.B. Singer Institut
(mAB 5.4) fiir Anatomie, Essen
Tab. 3-24: Antikorper fiir den Adhésionsassay
3.1.3.9 Biolumineszensassay
Assay Kit Hersteller
Luciferase Assay System Promega
B3-Gal Reporter Gene Assay Roche

Tab. 3-25: Assay Kits fiir den Biolumineszensassay



Material 39

3.1.3.10 Stimulanzien

Stimulanz Konzentration Hersteller

Pam;CSK4 100 ng/ml Alexis

Pervanadat (Orthovanadat + 4 mM Merck

H,0,)

Tab. 3-26: Stimulanzien

3.1.3.11 Inhibitoren

Inhibitor Konzentration Hersteller

LY 294002 (Ly) 10 uM Biomol

Wortmannin (Wort) 50 nM Biomol

Tab. 3-27: Inhibitoren

3.1.3.12 Verbrauchssubstanzen

Substanz Verwendungszweck Hersteller

1 kB DNA-Ladder Hilfe bei der Detektion der Invitrogen
gesuchten Bande (PCR)

Dulbeccos PBS (1x) Waschpuffer PAA

ETI Trypsininhibitor Roche

(30 mg/ml, Beas2B)

Recombinant Protein

Hilfe bei der Detektion der

Amersham life science

molecular weight marker gesuchten Bande (WB)
Trypsin/EDTA (1x) Ablosen der Zellen Gibco
TSA Trypsininhibitor (primére Clonetics, Cambrex

Bronchialepithelzellen)

Tab. 3-28: Verbrauchssubstanzen
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3.1.3.13 Verbrauchsmaterialien

Produkt Verwendungszweck Hersteller
24-, 6-Loch-Platten Zellkultur Falcon
Einmalimpf6sen Ausplattieren von Bakterien | Roth
F96-Immuno Plate IL8-Elisa Nunc

(Maxisorb)

Hybond-ECL-Membran

Proteintransfer (WB)

Amersham Bioscience

Kunststoffkiivetten Protein- und Bakterien- Serva
Konzentrationsmessung im
Photometer
Nukleofektorkiivetten Transfektion von Amaxa
A549 Zellen mit siRNA
Pasmid Midi Kit Plasmidaufreinigung Qiagen
Pasteurpipetten (230 mm) Brand
Pipetten Falcon
(5 ml, 10 ml, 25 ml)
Plastikrohrchen Falcon
(15 ml, 50 ml)
Protein Agarose G 1P Upstate
Quarzkiivetten Typ 105.200 | RNA- und Plasmid Helma
DNA-Messung
Reaktionsgefile Eppendorf
(0,5ml, 1 ml, 2 ml)
Rohren Lumineszenzmessung Sarstedt
(5ml, 75 x 12 mm ©) (Reportergenassay)
Thermowell "™ Tubes DNase- und RNase-freie Costar
(0,5 ml) Reaktionsgefile (RT-PCR)
Whatman Filterpapier Proteintransfer (WB) Whatman
Zellkulturflaschen (T75) Zellkultur Falcon
Zellkulturschalen (10 cm) Zellkultur, GieBen von Falcon
Agarplatten
Zellschaber Costar

Tab. 3-29: Verbrauchsmaterialien
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3.1.3.14 Geriite
Methode/Produkt Verwendungszweck/Methode | Hersteller
AxioCam MRm Kamera Fotografieren der Zeiss
konfokalmikroskopischen
Bilder
Axioskop2 mot, Objektiv, Konfokalmikroskopie Zeiss
PlanNeoFluar X 100; NA 1.4
BioRad Gelelektrophorese Gelelektrophorese (WB /PCR) | BioRad
System
BlotSystem Proteintransfer (WB) Transblot
CAMEDIA C-4040 200M Digitalkamera (PCR) Olympus
Elektrophoresekammer PCR Bio-RAD
SUB-CELL GT
Ethidiumbromidfilter Aufsatz fiir Olympus Kamera

(PCR)

FACScan Instrument

Facs-Messung

BD Biosciences, San Diego,
CA

Gelhalterungssystem Vorrichtung zum GieBBen der | BioRad
Gele (PCR)

GieBvorrichtung Einspannen der Glasplatten | BioRad
(WB)

Kiihlzentrifuge J2 HS Beckmann

Laborwaage Sartorius

Lumat LB 9501 Messung der Lumineszenz | Berthold

(Reportergenassay)

Mastercycler Gradient RT-PCR und PCR Eppendorf
Mastercycler Personal RT-PCR und PCR Eppendorf

Membran Vakuumpumpe Vacubrand
Mikroskop BX 60 Olympus
Mini-Q-Anlage Herstellung von Aqua bidest. | Millipore Corporation
MS2 Minishaker (Vortexer) IKA®

Nukleofektor 1

Transfektion von A549 Zellen
mit SIRNA

Amaxa Biotechnologies

Odyssey Infrared Imager Dokumentation (WB) LI-COR
PH-Meter 526 WTW
Platereader MR 5000 Auslesen der Elisa Platten Dynatech

Polymax 1040

Schwenken der Membranen

Heidolph Instruments

RCT basic

Magnetriihrer (WB)

Ika-Labortechnik
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Methode/Produkt Verwendungszweck/Methode | Hersteller

Spektrophotometer 922 Uvicon

Sterilbank Laminair HB Hereaus

2448

TFX-20M GIBCO BRL UV |Darstellung der Banden im |Life Technologies "

Transluminator PCR Gel

Thermomixer Comfort Erhitzen der Proteine Eppendorf
auf 95 °C (WB/IP)

Tischzentrifuge Hettich

Mikro 24-48R

Unitwist 400 Anzucht von E. coli Uniequip

Zellkulturinkubator Hereaus

Zentrifuge 48 RC, Rotana Hettich

RPC

Tab. 3-30: Geriteiibersicht

3.1.3.15 Analysesoftware

Bio-Imaging-Control, argus X1, Version 2, Biostep GmbH

ImageProPlus, Version 5.0, Media Cybernetics

Infrared Odyssey Imaging System Application Software Version 1.2

GraphPad Prism, Version 5.0

CellQuest, BD Biosciences, San Diego, CA
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einem Arbeitsplatz der
Sicherheitsstufe S2 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit autoklavier-
ten oder heiluftsterilisierten Materialien und sterilfiltrierten Losungen durchgefiihrt.
Materialien oder Geriite, die mit humanem oder transfiziertem Zellmaterial Kontakt hatten,
wurden anschlieBend mit 70 %igem Ethanol desinfiziert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem CO,-Begasungsbrutschrank im offenen System
bei 37 °C mit 5 % CO; und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %.

Alle Medien und Losungen wurden vor Verwendung auf 37 °C im Wasserbad vorgewirmt.

3.2.1.1 Kultivierung von A549 Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen (T7s). Die konfluenten Zellen
wurden je nach Verwendungszweck in die jeweiligen Zellkulturgefif3e in gewiinschter Dichte
ausgesit. Dafiir wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mittels 3 ml Trypsin/EDTA-
Losung vom Flaschenboden abgelost und in entsprechender Menge Zellkulturmedium
resuspendiert. Die Suspension wurde in die Kulturgefd3e verteilt. 24 h vor der Stimulation

wurden die Zellen auf Stimulationsmedium ohne FCS-Zusatz umgesetzt.

3.2.1.2 Kultivierung von Beas2B Zellen

Vor Aussaat der humanen Bronchialepithelzellen (Beas2B) wurden alle Zellkulturgefale fiir
30 min bei 37 °C mit Adhésionsfliissigkeit inkubiert.

Die Subkultivierung der Zellen erfolgte nach Ausbildung eines Monolayers in den
Zellkulturflaschen (T7s). Dafiir wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen einmal mit
10 ml PBS gewaschen. Um die Zellen abzulosen, wurde jede Zellkulturflasche mit 3 ml
Trypsin/EDTA-L6sung fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Durch leichtes Klopfen an der Flasche
wurden die Zellen vom Flaschenboden gelost, anschlieBend in 10 ml PBS aufgenommen, in
50 ml Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und fiir 5 min bei Raumtemperatur und 172 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in 200 ul Trypsininhibitor

resuspendiert.
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Danach wurden die Zellen in 40 ml Zellkulturmedium aufgenommen, gleichmiBig verteilt
und im Verhiltnis 1:4 in den entsprechend vorbehandelten Zellkulturgefien ausgesiit.

Bis zur Ausbildung eines Monolayers erfolgte alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel.

3.2.1.3 Kultivierung von primdren Bronchialepithelzellen (pBEC)

Vor Aussaat der primédren Bronchialepithelzellen wurden alle ZellkulturgeféaBe fiir 30 min bei
37 °C mit Adhasionsfliissigkeit inkubiert. Die frisch gewonnenen Bronchialepithelzellen
wurden fiir 10 min bei Raumtemperatur und 800 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand vorsichtig dekantiert und das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte bis zur Konfluenz in kleinen Zellkulturflaschen (T»s).
Ein Mediumwechsel wurde alle vier Tage durchgefiihrt.

Fiir die Subkultivierung wurden die Zellen zuerst mit 5 ml PBS gewaschen, dann mit 1,5 ml
Trypsin/EDTA-Losung bei 37 °C bis zum Abldsen der Zellen vom Flaschenboden inkubiert.
Die Trypsinreaktion wurde abschlieBend sofort mit 1,5 ml TSA gestoppt, die Zellsuspension
in Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und bei Raumtemperatur 5 min mit 800 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in der gewiinschten Menge
Zellkulturmedium bis zu einem Verhiltnis von 1:5 resuspendiert und in den Kulturgefdf3en

verteilt. Vor der Stimulation wurden die Zellen auf Stimulationsmedium umgesetzt.

3.2.1.4 Kultivierung von HEK293 Zellen

Die Kultivierung der HEK293 Zellen erfolgte bis zu einer Konfluenz von 75 bis 85 % in

Tys -Zellkulturflaschen. Zur Subkultivierung der humanen embryonalen Nierenepithelzellen
wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen, anschlie3end
mit ebenfalls 10 ml PBS pro T7s-Flasche vom Boden abgespiilt, in 50 ml Zentrifugenr6hrchen
tiberfilhrt und fiir 5 min bei Raumtemperatur und 172 g zentrifugiert. Zur weiteren
Kultivierung wurden die Zellen im Verhiltnis 1:5 auf neue Zellkulturflaschen verteilt bzw. in
einer Konzentration von 6 x 10" Zellen/Vertiefung einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgesit.
Die Transfektion der HEK293 Zellen erfolgte nach drei Tagen bei einer Konfluenz zwischen

50 und 75 % .
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3.2.1.5 Bestimmung der Zellzahlen

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen, wie bei der Subkultivierung beschrieben,

gewaschen, von der Kulturschale abgelost und zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und 20 ul dieser Zellsuspension
auf eine Neubauer-Zihlkammer gegeben. Fiir jede Bestimmung wurden die Zellzahlen von
jeweils 16 Kleinquadraten summiert, um die Zellzahl iiber einem GroBquadrat zu erhalten.
Alle Zellzahlbestimmungen wurden als Duplikate angelegt und die Mittelwerte errechnet.
Aus der Zellzahl und dem Verdiinnungsverhéltnis wurde dann die Zellzahl pro ml Suspension

wie folgt ermittelt:

Zellzahl/ml = (Zellzahl aus 2 GroBquadraten)/2 x Verdiinnungsfaktor Kammerkonstante 10*)

3.2.1.6 Kryokonservierung

Die A549, die HEK293 und die Beas2B Zellen wurden zur Kryokonservierung, wie bei der
Subkultivierung beschrieben, vom Boden der Kulturschale abgelost. Nach einer
fiinfminiitigen Zentrifugation bei 172 g wurde der Uberstand dekantiert, das Zellpellet mit
1 ml der jeweiligen Zelllinie entsprechendem Medium zur Kryokonservierung resuspendiert
und in 1 ml Aliquots in Kryordhrchen iiberfiihrt (ca. 2-3 x 10> Zellen pro Kryorshrchen). Die
Kryorohrchen wurden zunichst in einer Ethanol-Kryobox auf -80 °C schonend abgekiihlt, um
Schédden durch Kristallisationsprozesse beim Einfrieren zu vermeiden. Anschlieend wurden

die Kryorohrchen zur Langzeitaufbewahrung in Fliissigstickstoff (-196 °C) umgelagert.

3.2.1.7 Auftauen von Zellen

Die Kryorohrchen wurden aus dem fliissigen Stickstoff direkt in ein Wasserbad von 37 °C
gegeben und vollstiandig aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium
gegeben und 5 min bei 172 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet in
Kulturmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen (T7s5) ausgesidt. Am folgenden Tag

wurden die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versorgt.
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3.2.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.2.1 Bakterienkultur

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten erfolgten an einem Arbeitsplatz der
Sicherheitsstufe S2 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit autoklavier-
ten oder heiBluftsterilisierten Materialien bzw. Geriten. Alle mit Bakterien in Kontakt
getretenen Materialien oder Geridte wurden anschlieBend mit Descosept (Dr. Schumacher
GmbH) desinfiziert. Materialien, welche mit den Bakterien in Kontakt getreten waren und

bakterienhaltige Fliissigkeiten wurden im Anschluss autoklaviert.

3.2.2.2 Lagerung und Anzucht von Moraxella catarrhalis

Alle Stimulationen der Zellen mit den verschiedenen M. catarrhalis-Stimmen erfolgten aus
einem jeweils vorher angelegten Glycerolstock.

Zur Gewinnung der Bakterienstocke wurden die Moraxellen auf mit 5 % Schafblut
angereicherten BHI-Agarplatten ausgestrichen (O35E.I auf entsprechendem Agar mit
Kanamycinlosung zur Selektion versetzt) und fiir etwa zwolf Stunden bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Mehrere Einzelkolonien wurden auf neue Agarplatten iiberfiihrt und erneut fiir 12 h
inkubiert. Am folgenden Tag wurden alle gewachsenen Kolonien mit einer sterilen Impfose
in 1 ml Kryomedium resuspendiert, in Kryorohrchen tiberfiihrt und bei -80 °C gelagert.

Die Bakterien fiir den tédglichen Gebrauch wurden jeden Monat neu aus dem
-80 °C-Bakterienstock entnommen, nach oben beschriebenem Verfahren kultiviert und bei
-20 °C eingefroren.

Bei Bedarf wurde aus diesen Aliquots eine Impfose Bakterien entnommen, auf
entsprechendem Agar ausgestrichen und fiir 12 h inkubiert. Danach wurden einige einzeln
wachsende Kolonien abgenommen und in 25 ml BHI-Medium resuspendiert. Diese
Bakteriensuspension wurde unter Schiitteln bei 37 °C fiir ca. 2 h inkubiert. Die Moraxellen
erreichen so eine mittlere logarithmische Wachstumsphase, in welcher sie optimale
Infektionseigenschaften besitzen. AnschlieBend wurde die Suspension bei 4000 U/min fiir
5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Bakterienpellet in dem
Stimulationsmedium der zu bearbeitenden Zellen aufgenommen. Mit Hilfe -eines
Spektralphotometers wurde dann bei einer Wellenldnge von 405 nm die optische Dichte der

Bakteriensuspension ermittelt (OD4os 0,3 entspricht 1 x 10° cfu/ml).
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3.2.2.3 Stimulation der Zellen mit Moraxella catarrhalis

Fiir die Stimulation wurde das sich auf den Zellen befindliche Medium abgesaugt und durch
ein entsprechendes Volumen bakterienhaltiges Stimulationsmedium ersetzt.

Die fiir die Versuche notwendigen Konzentrationen wurden durch 1:10-Verdiinnungsreihen
mit Stimulationsmedium eingestellt, wobei meist Bakterienkonzentrationen von 10° oder
10° cfu/ml, fiir die Immunprizipitation auch von 107 cfu/ml (engl.: colony forming units/ml;
koloniebildende Einheiten/ml) zum Einsatz kamen. Die stimulierten Zellen wurden fiir die

jeweilige Versuchszeit bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

3.2.2.4 Lagerung und Anzucht von Escherichia coli

Alle Stimulationen der Zellen mit den verschiedenen E.coli-Stammen erfolgten aus einem
jeweils vorher angelegten Glycerolstock.

Die verschiedenen E.coli-Stimme wurden auf dem entsprechenden LB-Selektionsagar
ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am nidchsten Tag wurde eine Einzelkolonie in 5ml LB-Medium, versetzt mit
Selektionsantibiotikum, tiberfiihrt. Die Vorkulturen wurden bis zum Zeitpunkt einer deutli-
chen Triibung des Mediums bei 37 °C unter Schiitteln kultiviert (ca. 6-8 h).

500 pl der Vorkultur wurde mit 500 pl sterilem 99 %igem Glycerol versetzt und dann bei
-80 °C gelagert. Bei erneutem Bedarf wurden die Vorkulturen aus diesem Glycerolstock an-
gelegt, indem mit einer sterilen Ose etwa stecknadelkopfgrofe Teile in wiederum 5 ml des
LB-Mediums tiiberfiihrt wurden.

Fiir die Hauptkulturen wurden jeweils 100 ul der Vorkultur in 50 ml LB-Medium mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum gegeben und iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension bei 4000 U/min fiir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in dem entsprechenden Stimulationsmedium
aufgenommen. Mit Hilfe eines Spektralphotometers wurde dann bei einer Wellenlidnge von
620 nm die optische Dichte der Bakteriensuspension ermittelt (ODgyo 1,0  entspricht
1 x 10” cfu/ml).



48 Methoden

3.2.2.5 Stimulation der Zellen mit Escherichia coli

Zur Stimulation wurde das sich auf den Zellen befindliche Medium abgesaugt und durch ein
entsprechendes Volumen Stimulationsmedium mit einer Bakterienkonzentration von
107 cfu/ml ersetzt. Fiir den Adhiisionsassay wurden die Bakterien mit 800 U/min fiir 30 min
auf die Zellen aufzentrifugiert. Die stimulierten Zellen wurden fiir die jeweilige Versuchszeit

bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

3.2.2.6 Einsatz der Kontrollen

3.2.2.6.1 Negativkontrollen

Als Negativkontrolle wurde zeitgleich das gleiche Volumen des entsprechenden Stimulations-

mediums ohne Bakterien eingesetzt.

3.2.2.6.2 Positivkontrollen

Die als Positivkontrolle dienenden Substanzen Pam;CSK,; und Pervanadat wurden zum
Zeitpunkt der Stimulation in den entsprechenden Konzentrationen in das Stimulationsmedium

verbracht.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Aufreinigung der RNA

Die in 6-Loch-Zellkulturschalen stimulierten Zellen wurden nach Entfernung des Stimula-
tionsmediums mit 175 pl Lysepuffer lysiert und im Anschluss die RNA mit Hilfe des RNeasy
Mini Kit (Qiagen) entsprechend des Protokolls des Herstellers isoliert.

Dazu wurde das Zelllysat in Schreddersiulen iiberfiihrt und fiir 2 min bei 22000 g zum Ho-
mogenisieren zentrifugiert. Das Lysat wurde mit 175 pl 70 %igem Ethanol gut vermischt, in
Zentrifugationssidulen verbracht und 15 s bei 8000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ver-
worfen und der Filter erst mit 700 ul RW1-Waschpuffer und dann durch zweimaliges Zentri-
fugieren (jeweils 15 s bei 8000 g) mit 500 ul RPE-Waschpuffer von Verunreinigungen
befreit. Die im Filter haftende RNA wurde durch Zugabe von 30 ul RNase freien Wassers aus

dem Filter durch einminiitiges Zentrifugieren bei 8000 g ausgewaschen.
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Die Ermittlung des RNA-Gehaltes erfolgte iiber die Messung der optischen Dichte in Quarz-
kiivetten (198 ul A. tridest. + 2 ul RNA Probe) mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer
Wellenldnge von 260 nm. Der RNA-Gehalt wurde mit folgender Formel berechnet:

OD»gp x 4 = RNA [pg/ul]

Die Verunreinigung der RNA mit Proteinen kann aus dem Verhiltnis OD,gp (Optimum RNA
Absorption) und OD»gp (Optimum Protein Absorption) bestimmt werden. Als rein wurden

RNA-Proteinquotienten zwischen 1,7 und 1,9 angesehen.

Reverse Transkriptase Reaktion (RT Reaktion)

Pro Ansatz wurde 1 ug RNA eingesetzt. Die Probe wurde mit A. bidest. auf ein Endvolumen
von 11,5 pl verdiinnt. Als Negativkontrolle diente das gleiche Volumen A. bidest. ohne RNA.
Vor Zugabe des Mastermixes wurden die Proben fiir 5 min bei 70 °C im Thermocycler
denaturiert, anschlieBend je Ansatz 8,5 ul des RT-Mastermixes hinzugegeben und die
Reaktion bei 42 °C fiir 60 min gestartet. Durch ein fiinfminiitiges Erhitzen auf 95 °C wurde
die Reverse Transkription gestoppt und die cDNA mit 80 ul A. bidest. verdiinnt.

Nicht direkt fiir die Reverse Transkriptase verwendete RNA wurde bei -80 °C aufbewahrt.
Nicht direkt fiir die PCR eingesetzte cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

Polymerase-Kettenreaktion

Je Ansatz wurden 5 pl der mittels RT erhaltenen cDNA mit 20 pul des PCR-Mastermixes in
diinnwandigen 0,5 pl Reaktionsgefden vermengt. Als Kontrolle wurde pro durchgefiihrter
RT eine PCR mit den Primern fiir Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
verwendet. Dieses Gen wird in eukaryoten Zellen konstant exprimiert (,,house keeping
gene*). Gleich starke GAPDH-Banden zeugen von einer gleichméfigen cDNA-Konzentration
in den verschiedenen Ansitzen.

Die optimale Annealingtemperatur der verwendeten Primer wurde mittels Gradienten-PCR in
einem Gradienten-Thermocycler der Firma Eppendorf bestimmt. Die Durchfiihrung der
Gradienten-PCR entspricht einer normalen Polymerase-Kettenreaktion, mit dem Unterschied,

dass alle Ansitze fiir die verschiedenen Temperaturen aus derselben Probe stammen.
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CEACAML1, CEACAM7 TLR2 GAPDH
CEA,

CEACAMG6
Denaturierung (0,5 min) 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C
Hybridisierung (2 min) 60 °C 58 °C 55°C 60 °C
Polymerisation (2 min) 72°C 72°C 72 °C 72 °C
Extension (5 min) 72°C 72°C 72 °C 72 °C
Zyklen 28 Zyklen 30 Zyklen 28 Zyklen 25 Zyklen

Tab. 3-31: PCR - Konditionen

Elektrophorese

Die Agarose und der TAE-Puffer wurden bis zum vollstindigen Losen in einer Mikrowelle
erhitzt, anschlieBend mit Ethidiumbromid versetzt und in eine mit entsprechenden Kdmmen
als Platzhalter fiir 20 Geltaschen bestiickte Gelhalterung gegossen. Nach dem Erkalten
wurden die PCR-Produkte sowie ein 1kB DNA-Marker in die einzelnen Taschen in der
Elektrophoresekammer aufgetragen und die DNA durch Elektrophorese bei einer Spannung
von 100 V fiir 1 bis 2 h aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte mit einer Olympus Kamera

mit vorgeschaltetem Ethidiumbromidfilter unter UV-Licht.

3.2.3.2 Facs

Um die Expression von TLR2 und CEACAMI1 an der Zelloberfldche nachzuweisen wurden
2 x 10° primire Bronchialepithel- bzw. A549 Zellen fiir 1 h mit jeweils 10 pg/ml des
entsprechenden Antikorpers (gelost in eiskaltem PBS mit 3 % FCS) inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen nach Zentrifugation zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und eine
weitere Stunde mit einem FITC-gekoppelten sekunddren Antikorper inkubiert. Die
Hintergrundfluoreszenz wurde mit Hilfe entsprechender Immunglobuline an Stelle
spezifischer primirer Antikorper bestimmt. Zur Quantifizierung apoptotischer Zellen wurden
Phosphatidylserinreste auf der Plasmamembran der Zellen mittels fluoreszeinkonjugiertem
Annexin V und Propidium-Jodid (Becton Dickinson) entsprechend den Herstellerangaben
angefirbt.

Die Messung erfolgte mit dem FACScan, die Bearbeitung der Analyseergebnisse mit der

CellQuest-Software der Firma BD Biosciences.
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3.2.3.3 Transfektion von HEK293 und A549 Zellen

3.2.3.3.1 Transferierung, Vermehrung und Aufreinigung von Plasmiden in
kompetenten E. coli

Fiir die Transformation der Plasmide in E. coli DH5 o wurden 50 ul dieser kompetenten Bak-
terienzellen mit 1 ug Plasmid-DNA fiir 30 min auf Eis und anschlieBend fiir 1 min bei 42 °C
inkubiert. Der Ansatz wurde nun mit 500 ul LB-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37 °C inku-
biert. Jeweils 100 ul wurden auf entsprechendem LB-Selektionsagar ausplattiert.

Die Kultivierung der plasmidtragenden E. coli erfolgte wie bereits unter 3.2.2.4 beschrieben.
Zur Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde das HiSpeed Plasmid Midi Kit (Qiagen)
eingesetzt. Dabei wurde durch die im Folgenden beschriebenen Schritte das Plasmid aus den
E. coli isoliert. Alle benétigten Puffer sind in dem Kit enthalten.

Zuerst wurde das Plasmid-tragende Bakterienpellet bei 6000 g fiir 20 min abzentrifugiert und
der Uberstand dekantiert. Das E. coli-Pellet wurde in 6ml RNase-haltigem
Resuspensionspuffer aufgenommen. Die Lyse der E. coli erfolgt durch die Zugabe und
vorsichtiges Mischen von 6 ml Lysepuffer. Wihrend der fiinfminiitigen Inkubationszeit
wurde der Filtereinsatz vorbereitet. In diesen wurde nach Zugabe von 6 ml
Neutralisationspuffer das Gesamtvolumen fiir eine zehnminiitige Inkubationszeit liberfiihrt.
Wihrenddessen wurde durch 4 ml Equilibrationspuffer eine weitere Filtereinheit (Tip)
vorbereitet. Das E. coli-Lysat wurde nun mit Hilfe eines Stempels durch den Filter in den
equilibrierten Tip gedriickt. Nachdem das Lysat den Filter passiert hatte, wurde dieser mit
20 ml Waschpuffer von Verunreinigungen befreit. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Plasmid-DNA mit 5 ml Elutionspuffer aus dem Filter ausgewaschen. Die Plasmid-DNA
wurde durch Zugabe von 3,5 ml 70 %igem Isopropanol prizipitiert, und nach einer fiinfminii-
tigen Inkubationszeit wurde das Prézipitat mit einer 20 ml Spritze durch den QUIA Prézipita-
tor gedriickt. Durch mehrfaches ,,Luftspiilen* wurde der Prézipitator von Fliissigkeitsresten
befreit, bevor die Plasmid-DNA mit 500 ul TE-Puffer aus dem Prizipitator isoliert wurde.
Die Plasmid-DNA-Konzentrationen wurden, wie bereits bei der PCR-RNA Messung be-

schrieben, durchgefiihrt und bewertet.
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3.2.3.3.2 Transiente Transfektion von bakteriellen Plasmiden in HEK293 Zellen

Zur Transfektion der Epithelzellen im Stadium der Proliferation wurden die HEK293 Zellen
drei Tage vor der Transfektion mit einer Dichte von 6 x 10* Zellen pro Vertiefung in einer
24-Loch-Zellkulturplatte ausgesit und in 0,5 ml Zellkulturmedium bis zu einer Konfluenz

von etwa 50 % kultiviert.

Transiente Transfektion mit Hilfe der Kalziumphosphatprizipitations-Methode

Bei Transfektion mit Hilfe der Kalziumphosphatprizipitations-Methode (CalPhos™
Mammalian Transfection Kit, Pharmingen) bilden sich Kristalle aus Kalziumphosphat und
DNA, welche von den Zellen durch Endozytose aufgenommen werden kénnen.

Je nach Fragestellung wurden 25 ng des leeren Expressionsvektors pcDNA3, des pcDNA3
hTLR2 Plasmids und der CEACAM Plasmide in unterschiedlicher Kombination pro Vertie-
fung eingesetzt. Zusitzlich erfolgte eine Kotransfektion von 50 ng des pGL3-Luziferase-Re-
porter-Plasmids zur Bestimmung der NF-kB-Aktivitdt und 50 ng des RSV-B-Galaktosidase-
Plasmids zur Normalisierung der Transfektionseffizienz.

Dafiir wurden die entsprechenden Plasmide pro Ansatz mit 3,1 ul einer 2 molaren
Kalziumlosung versetzt, mit A. bidest. auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgefiillt und im
Anschluss 1:1 (v:v) in HBS (engl.: HEPES buffered saline) getriufelt. Nach einer

Inkubationszeit von 15 min wurde der Ansatz auf die Zellen gegeben (Endvolumen 550 pl).

Transiente Transfektion mit Hilfe des Superfekt-Transfektion-Kits

Die Transfektion von HEK293 Zellen mittels Superfektreagenz (Quiagen) liefert eine fiir
einige  Folgeversuche (z.B.  Konfokalmikroskopie) unbedingt nodtige  hohere
Transfektionseffizienz als die Kalziumphosphatprizipitations-Methode. Die Transfektion
erfolgte laut Herstellerempfehlung.

Hierzu wurden je Vertiefung 1pug TLR2- und 1ug CEACAMI-Expressionsplasmid mit Sul
Superfekt-Transfektionsreagenz versetzt. Dieser Ansatz wurde mit DMEM Zellkulturmedium
ohne Zusitze auf 60 ul aufgefiillt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen
wurden mit 350 pl Zellkulturmedium je Loch neu gefiittert und die Plasmidsuspension

dazugegeben.

Nach 4 h wurden die mittels Kalziumphosphatprézipitations-Methode bzw. Superfektreagenz
transfizierten Zellen mit PBS gewaschen und iiber Nacht in Zellkulturmedium kultiviert. Die

Stimulation bzw. Fixierung erfolgte 24 h nach der Transfektion.
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3.2.3.3.3 Transiente Transfektion von small interfering RNA (siRNA) in A549 Zellen

SiRNAs sind in Zellen natiirlich vorkommende Molekiile, die ein post-transkriptionelles,
sequenzspezifisches Ausschalten verschiedener Proteine durch RNA-Interferenz ermoglichen.
Die transiente Transfektion von A549 Zellen mit siRNA erfolgte mit Hilfe des Amaxa Cell
Line Nucleofektor Kit V. Bei diesem Transfektionsverfahren wird die Zellmembran der zu
transfizierenden Zellen durch einen elektrischen Impuls kurzzeitig permeabilisiert, wodurch
das Eindringen der siRNA ermdoglicht wird. Die siRNA bindet innerhalb der Zelle an die
mRNA des Zielproteins und verhindert so die Translation.

Hierzu wurden je eine Million AS549 Zellen als zentrifugiertes Pellet in 100 pl
Nukleofektionslosung V resuspendiert und mit 2 ug der entsprechenden siRNA versetzt.
Diese Suspension wurde anschlieBend entsprechend der Herstellerangaben nukleofektiert
(Programm G16; Nukleofektor]l, Amaxa Biotechnologies). Die Zellen wurden danach sofort
in vorgewdrmtes Zellkulturmedium gegeben und auf die entsprechenden Zellkulturgefife
verteilt.

Der Zeitpunkt des optimalen Knock-down der Ziel-mRNA bzw. des -proteins wurde mittels
PCR bzw. Western Blot ermittelt und die Zellen in den folgenden Versuchen zu diesem

Zeitpunkt stimuliert.

3.2.3.4 Konfokalmikroskopie

Im  Gegensatz zur konventionellen  Fluoreszensmikroskopie = wird bei  der
Konfokalmikroskopie mit Hilfe eines konfokalen Laser Scanning Mikroskops das Objekt
Punkt fiir Punkt in einer diinnen, schrittweise verschieblichen Fokusebene aufgenommen.
Dadurch ist eine exakte rdumliche Verteilung und semiquantitative Analyse von
Fluoreszenzfarbstoffen moglich.

Die HEK293 Zellen wurden auf Glasplittchen in 24-Loch-Platten bis zu einer Konfluenz von
ca. 50 % kultiviert und anschlieBend mit einem TLR2-GFP-gekoppelten- und einem
CEACAM 1-Expressionsvektor mittels Superfekt-Transfektions-Kit transient kotransfiziert.
Die Fixierung der Epithelzellen erfolgte am ndchsten Tag mit in PBS gel6stem
dreiprozentigem Paraformaldehyd (PFA) fiir 20 min. Danach wurden die Zellen fiir 15 min
mit jeweils 200 pul Permeabilisierungsmedium inkubiert. Um  unspezifische
Antikorperbindungen zu verhindern, erfolgte anschlieBend eine 30 miniitige Inkubation mit

Blockpuffer, bevor der erste Antikorper (18/20; mouse anti CEACAMI1) iiber Nacht
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eingesetzt wurde. Die Inkubation mit dem sekundidren Antikorper (Alexa Fluor 546, goat anti
mouse) erfolgte in einer abgedunkelten Kammer fiir 1 h bei Raumtemperatur.

Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Zellen jeweils dreimal mit PBS gewaschen.

Die einzelnen Glasplidttchen wurden zum Schluss mit Eindeckelmedium auf Objekttriager
aufgebracht und mit Nagellack fixiert.

Die Auswertung der Proben erfolgte mittels eines motorisierten Axioskops mit

angeschlossener Digitalkamera, die Bildbearbeitung iiber die ImageProPlus 5.0 Software.

3.2.3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Elisa)

3.2.3.5.1 IL8-Elisa

Konfluente, zum Teil transient transfizierte, HEK293, A549 und primire
Bronchialepithelzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von M. catarrhalis
(O35E, O35E.1) bzw. E. coli (Opa B, Opa J) sowie Pam3;Cys mit und ohne Prdinkubation
spezifischer Antikorper fiir 16 h inkubiert. Die Zelliiberstinde wurden nach Ablauf der
Stimulationszeit in 1,5 ml Reaktionsgefde iberfiihrt, fiir 10 min bei 4 °C und 2500 g
zentrifugiert und in neue 1,5 ml Reaktionsgefde pipettiert. Alle Stimulationen erfolgten in
24-Loch-Zellkulturschalen, der Elisa wurde entsprechend der Herstellerangaben des IL8-
Elisa-Detection Kits durchgefiihrt.

Dazu wurden 96-Loch-Mikrotiterplatten fiir 16 h mit einem in 0,1 molarem Carbonatpuffer
gelosten IL8-Capture-Antikorper bei 4 °C inkubiert.

Zur Absittigung unspezifischer Bindungen wurde die Mikrotiterplatte anschlieBend nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fiir eine Stunde mit jeweils 200 ul Blockpuffer je
Vertiefung inkubiert.

Die zuvor gewonnen Uberstéinde wurden im Verhiltnis 1:250 (v:v) in Blockpuffer verdiinnt.
Zur Quantifizierung des in den Proben enthaltenen IL8 wurde eine Standardreihe angelegt.
Das Referenz IL8 wurde in Blockpuffer so verdiinnt, dass der hochste Standardwert eine
Konzentration von 200 pg/ml aufwies. Die Standardwerte wurden bis zum niedrigsten Stan-
dardwert (3,1 pg/ml) jeweils im Verhiltnis 1:1 (v:v) mit Blockpuffer verdiinnt. Als
Nullstandard diente der Blockpuffer ohne ILS.

Nach dreimaligem Waschen wurden je 100 ul der Standardwerte respektive der Proben als
Dupliketts aufgetragen und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundenes Proben-
material wurde danach durch fiinfmaliges Waschen entfernt und 100 ul Detektionsantikdrper/

Meerrettichperoxidase Konjugat je 1:250 (v:v) in Blockpuffer gelost fiir eine Stunde bei
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Raumtemperatur inkubiert. Bevor die Substratlosung mit 100 ul/Loch aufgetragen wurde,
wurde die Platte ein letztes Mal in sieben Schritten gewaschen. Die enzymatische Farb-
reaktion erfolgte im Dunklen und wurde nach 20 min durch Zugabe von 50 ul Stopplosung
(2N H,S0O,) abgestoppt.

Die Auswertung erfolgte in einem Plattenlesegerit bei einer Wellenldnge von 450 nm.

Die in den Proben gemessenen optischen Dichten wurden anhand der Standardkurve quantifi-
ziert und mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert. In die Auswertung gelangten nur

Ergebnisse, welche sich innerhalb des linearen Bereichs der Standardkurve befanden.

3.2.3.5.2 p85-Sandwich-Elisa

Konfluente, zum Teil transient mit spezifischer siRNA transfizierte, A549 Zellen wurden mit
M. catarrhalis (O35E, O35E.1, 10° cfu/ml) fiir 1 bzw. 5 min inkubiert. Um eine Assoziation
zwischen TLR2 und der p85-Untereinheit der PI3Kinase nachzuweisen, wurden 96-Loch
Maxisorp Elisa-Platten iiber Nacht bei 4 °C mit 0,5 pg/Loch eines Rabbit anti-human TLR2
Antikorpers, gelost in Blockpuffer, inkubiert. Nachdem die Platten mit PBS gewaschen
wurden, wurden sie bei Raumtemperatur mit 3 %igem BSA, gelost in PBS, fiir 1 h geblockt.
Die Zellen wurden in dieser Zeit in RIPA Puffer (mit Protease-Inhibitor Cocktail Set III und
PhosSTOP Phosphatase-Inhibitor versetzt) lysiert, anschlieBend bei 4 °C fiir 15 min bei
12000 g zentrifugiert und im Verhiltnis 1:20 mit einer 1 %igen BSA/ PBS-Losung verdiinnt.
Je Vertiefung wurden 100 pl dieses Lysats bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Anschlieend
wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen und fiir weitere 4 h bei
Raumtemperatur mit einem anti-p85a. Antikorper (1 pg/Loch) gelost in je 100 pl 1 %iger
BSA/ PBS-Losung inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten erneut viermal
gewaschen und dann fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur mit entsprechenden
Peroxidase-konjugierten AffiniPure F(ab”)2 Fragmenten inkubiert. Nach dem letzten
Waschen wurde die Enzymreaktion mit Hilfe von 150 pl Tetramethylbenzidine als Substrat
sichtbar gemacht. Diese Reaktion wurde nach 30 min durch Zugabe von jeweils 20 ul 2 N
H,SO, gestoppt. Die Auswertung erfolgte in einem Plattenlesegerit bei einer Wellenldnge

von 450 nm. Fiir alle Proben erfolgte eine Dreifachbestimmung.
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3.2.3.6 Western Blot

Extraktion des 16slichen Gesamtproteins

Die stimulierten oder transfizierten A549 Zellen wurden auf Eis gestellt, das Stimulationsme-
dium abgesaugt und zweimal mit eiskaltem Phosphoproteinwaschpuffer gewaschen. Der
Waschpuffer wurde restlos abgesaugt und die Zellen in 100 bzw. 200 ul Lysepuffer je nach
GroBe der Vertiefung gelost und mit Hilfe eines Plastikschabers abgekratzt. Im Anschluss
wurde das Lysat in 1,5 ml Reaktiongefide iiberfiihrt und 10 min bei 4 °C und 25000 g zentri-
fugiert. Die das Gesamtprotein enthaltenden Uberstéinde wurden in neue 1,5 ml Reaktionsge-

fiBle pipettiert.

Proteinbestimmung nach Bradford

Das im Zelllysat vorhandene Gesamtprotein wurde mit Hilfe des BioRad Protein-Assays nach
Bradford quantifiziert. Bei diesem Verfahren wird ausgenutzt, dass der Farbstoff Comassie
Brilliant Blue sein Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm verlagert, wenn er basische
und aromatische Aminosduren bindet.

Nach fiinfminiitiger Inkubation von 5 pl der Proteinlosung in 995 ul der 1:5 in Aqua dest.
verdiinnten Farbstofflosung wurde die Absorption bei 595 nm gemessen und anschlieend die
entsprechende Gesamtproteinmenge berechnet.

Zwei Kiivetten mit 1 ml der 1:5 verdiinnten Farbstofflosung ohne Protein dienten zur Eichung

des Spektralphotometers.

Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page)

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Lysate 1:1 in Mercapto-haltigem
1 x Ldmmlipuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95 °C schiittelnd inkubiert. Die
Proteinauftrennung erfolgte in einem sechsprozentigen Sammel- bzw. zehnprozentigen
Trenngel bei 100 mV fiir 3 h und 15 min. Es wurden jeweils 100 pug Protein je Geltasche
aufgetragen. Zur GroBenbestimmung lief in jedem Gel ein Proteinmarker (Full Range

Rainbow Molecular Weight Marker, 1 - 250 kDa) parallel mit.

Western Blot

Das Gel wurde nach erfolgter Elektrophorese vorsichtig aus der Elektrophoresekammer ent-
nommen und luftblasenfrei auf eine Hybond-Nitrozellulosemembran aufgelegt. Um die
Trenngel-Membranvorrichtung wurde ein Sandwich gebildet, in dem zwei puffergetrinkte

Lagen 3M-Whatman-Filterpapiere je Seite und die Blotvorrichtung geméfl Herstellerangaben
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verwendet wurden. Zum Proteintransfer wurde das Sandwich in die Blotkammer eingesetzt
und zusammen mit eiskaltem Blotpuffer bei 100 V, 4 °C fiir 1 h und 30 min geblottet. Um
den Transfererfolg zu beurteilen, wurde die Membran reversibel mit Ponceau-S geféarbt. An-
schlieBend wurde sie mit A. bidest. gewaschen, bis das Ponceau-S vollstindig entfernt war.
Zur Absittigung unspezifischer Bindungen wurde die Nitrozellulosemembran mit
Blockpuffer 1 h bei Raumtemperatur unter leichten Schwenkbewegungen inkubiert. Danach
wurde sie iiber Nacht bei 4 °C mit dem entsprechenden priméren Antikorper in Blockpuffer
mit 0,1 % Tween20-Zusatz inkubiert. Nach dreimaligem, jeweils fiinfminiitigem Waschen
(PBS + 0,1 % Tween20) wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur ein gegen die Spezies des primé-
ren Antikorpers gerichteter Antikorper eingesetzt (1:2000 in Blockpuffer verdiinnt). Diese
sekunddren Antikorper wurden schlieBlich durch zweimaliges Waschen mit PBS + 0,1 %
Tween20 und nochmaliges doppeltes Waschen mit PBS von der Blotmembran entfernt.

Die am primédren Antikorper gebundenen mit IRDye800 oder Cy5.5 markierten sekundiren
Antikorper wurden mit einem speziellen lasergestiitzten Detektionssystem (Odyssee Infrared
Imaging System) detektiert und mit einer entsprechenden Software nach den Herstellervorga-

ben bearbeitet.

3.2.3.7 Immunprdzipitation

Fiir die Durchfiihrung der Immunprizipitation wurden die Zellen wie im Kapitel Western
Blot (3.2.3.6) lysiert. Nach der Bestimmung des Gesamtproteingehaltes mittels BioRad
Protein-Assay nach Bradford wurde das Lysat auf einen einheitlichen Proteingehalt von 1
mg/200 ul mit Phosphoproteinwaschpuffer eingestellt. Zu jedem Ansatz wurde im Anschluss
1 pg der entsprechenden Antikorper gegeben, und die Proben wurden anschliefend fiir 15 h
bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Danach wurden jeweils 30 ul Protein Agarose A und G
Beads pro Ansatz zugefiigt und die Suspensionen zwei weitere Stunden bei 4 °C rotiert. Die
an die Agarose gebundenen Antikorper-Proteinkomplexe wurden durch Zentrifugation (1
min; 20000 g) sedimentiert und durch dreimaliges Waschen mit jeweils 1000 pl Phosphopro-
teinwaschpuffer von Fremdprotein befreit. Jeder Waschschritt wurde durch erneutes Zentrifu-
gieren unterbrochen. Nach dem letzten Waschen wurde der Uberstand griindlich entfernt und
die gebundenen Proteine durch Zugabe von 50 pl Limmlipuffer und fiinfminiitiges Erhitzen
auf 95 °C von den Beads gelost. Anschlieend folgte eine letzte Zentrifugation und 10 pl
Uberstand pro Ansatz wurden auf das vorbereitete Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese,
der Blotvorgang und die Antikorperdetektion erfolgten wie im Kapitel Western Blot (3.2.3.6)

beschrieben.
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3.2.3.8 Adhdisionsassay

Die A549 und die primédren Bronchialepithelzellen wurden in einer Konzentration von
5 x 10* Zellen pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte ausgesit, fiir 5 Tage inkubiert und
anschlieBend wie bereits beschrieben mit M. catarrhalis (O35E, O35E.1) bzw. E. coli (wt,
Opa B) in einer Konzentration von 1 x 10’ cfu/ml fiir 1 h stimuliert. Die in diesem Versuch
verwendeten Antikorper wurden bereits eine Stunde vor der Bakterienstimulation
vorinkubiert. Um am Ende der Inkubationszeit nicht adhirente Bakterien zu entfernen,
wurden die Zellen fiinf mal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Epithelzellen mit Hilfe
von je 250 ul Trypsin aus den Vertiefungen gelost und die Zellsuspensionen in 1,5 ml
Rohrchen iiberfiihrt. Nach kréftigem Vortexen wurden je 100 pl der einzelnen Proben auf
LB- bzw. schafblutsupplementierten BHI-Agar gegeben. Nach 12 h Inkubationszeit bei 37 °C
und 5 % CO, wurden die koloniebildenden Einheiten je Platte ausgezihlt. Der gesamte

Versuch erfolgte im Doppelansatz.

3.2.3.9 Biolumineszensassay (Luziferase- und f-Galaktosidase-Reportergenassay)

Die zuvor transfizierten und dann stimulierten HEK293 Zellen wurden nach Ablauf der
Stimulationszeit von 4 h mit 200 ul Reporter-Lysepuffer (1:5 in Aqua dest. verdiinnt) lysiert
und fiir 20 min bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert.

Fiir die Bestimmung der Luziferase-Aktivitit wurden 5 ul Zellextrakt in ein Messrohrchen
gegeben und in der Messkammer des Luminometers platziert. Die Chemilumineszenz wurde
durch Zugabe von 20 pl Luziferin-Reaktionsgemisch des Luziferase-Assay-Systems je Probe
fiir 5 s gemessen.

Fiir die Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitdt wurde der ,,3-Gal-Reportergenassay Che-
milumineszenz-Kit* eingesetzt. Dafiir wurden 5 pl des jeweils gleichen Zellextrakts wie bei
der Luziferase-Aktivitdtsmessung in ein Messrohrchen gegeben und mit 10 pl einer 1:100 in
Assay diluent verdiinnten Losung A fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Chemiluminueszenzreaktion wurde durch Zugabe von 5 pl Losung B (Enhancer:Initiation im
Verhiltnis 1:6) je Probe unmittelbar vor der Messung ausgelost. Die Messung erfolgte im Lu-
minometer iiber einen Zeitraum von 5 s.

Die erhaltenen Luziferase-Werte wurden zur Normalisierung der Transfektions-Effizienzen
durch die B-Galaktosidase-Werte dividiert und als relative Lichteinheiten (engl.: relative light

units; RLU) angegeben.
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3.2.4 Statistik

Alle gezeigten Versuche wurden mindestens dreimal erfolgreich durchgefiihrt. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte anhand des ,,One way ANOVA*- und des ,,Newmann Keuls post*-
Tests. Unterschiede wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 %
(p<0,05) als signifikant betrachtet und mit einem Stern markiert. Zur Erstellung der
Balkendiagramme und fiir die Berechnung der Mittelwerte, Mittelwertabweichungen und
Signifikanzen wurde das Programm PRISMS5.0 (GraphPad Prism ®) verwendet.

Fiir die Darstellung der Konfokalmikroskopie, der Facs-, Western Blot- sowie PCR-Analysen
wurden jeweils repriasentative Abbildungen von mindestens drei voneinander unabhingigen

Versuchen mit dem gleichen Ergebnis gewdhlt.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression und Lokalisation der CEACAM Rezeptoren auf humanem

pulmonalen Epithel

Die Expressionsmuster humaner CEACAM Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt sind bereits
gut untersucht, wohingegen iiber die Verteilung in der Lunge nur sehr wenig bekannt ist. Im
Gegensatz zu CEACAM3 und 8, die bisher nur auf Granulozyten beschrieben wurden,
wurden CEACAMI, 6, 7 und CEA bereits auf verschiedenen Epithelien auferhalb des
Respirationstraktes nachgewiesen. Aus diesem Grund beschrinkt sich die systematische
Untersuchung der Expression von CEACAM Rezeptoren auf pulmonalen Epithelzellen in
dieser Arbeit auf diese vier Vertreter der CEACAM-Familie.

Mit Hilfe der PCR wurde die Expression von CEACAMI-, 6-, 7- und CEA-mRNA in der
Alveolarkarzinomzelllinie A549, der virustransformierten Bronchialepithelzelllinie Beas2B,
in primédren Bronchialepithelzellen sowie in der Nierenepithelzelllinie HEK293 untersucht.
Dazu wurde das Zelllysat der entsprechenden unstimulierten Zellen mittels CEACAMI1-, 6-,
7- bzw. CEA-spezifischen Primern getestet. Zur Uberpriifung der gleichmiBigen
Gesamtmenge an mRNA in den verschiedenen Ansidtzen wurde eine PCR mit spezifischen
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)-Primern angesetzt.

Die Abbildung 4-1a zeigt hohe mRNA-Level von CEACAMI, 6 und CEA in A549 Zellen
und deutlich messbare mRNA-Mengen dieser drei Rezeptoren in primiren
Bronchialepithelzellen. In den Beas2B Zellen und in der Nierenepithelzelllinie HEK293 war
mittels PCR nahezu keine CEACAM-Expression nachweisbar. CEACAM7-mRNA konnte
nur in A549 Zellen gefunden werden.

Um festzustellen, welche Zellen CEACAMI, 6, 7 und CEA tatsichlich auf der Zelloberfldche
exprimieren, wurden unstimulierte Zellen mittels Facs untersucht.

In Abbildung 4-1b ist zu erkennen, dass nur CEACAMI in groBerer Menge auf der
Zelloberflidche von A549 und von primédren Zellen exprimiert wird. Beas2B Zellen hingegen
zeigen eine sehr niedrige CEACAMI1-Expression. Wihrend CEA und CEACAMG6 auf allen
Zellen in wesentlich geringerer Menge nachgewiesen werden konnten, scheint CEACAM?7

tiberhaupt nicht auf der Zelloberflidche dieser Zellen exprimiert zu werden.
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Abb. 4-1: Expression von CEACAM]1, 6, 7 und CEA auf pulmonalem Epithel

4-1a: Die Expression der verschiedenen CEACAM Rezeptoren auf Beas2B, A549, HEK293 und primiren
Bronchialepithelzellen (pBEC) wurde durch die semiquantitative Bestimmung der entsprechenden mRNA er-
mittelt. Die hier dargestellte RT-PCR ist eine repridsentative Abbildung von insgesamt drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Versuchen. Die Bestimmung der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) diente der Kontrolle der gleichen Menge an eingesetzter Gesamt-mRNA.
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4-1b: Die Quantifizierung von CEACAMI1, CEA, CEACAM6 und 7 (CCl, CEA, CC6, CC7,) auf der
Oberfliche der verschiedenen pulmonalen Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie (Facs). Dazu wurden
jeweils 2 x 10° Zellen zuerst fiir eine Stunde mit Hilfe spezifischer Antikérper und anschlieBend fiir eine weitere
Stunde mit einem entsprechenden FITC-gekoppelten Antikorper inkubiert. Die Hintergrundfluoreszenz wurde
mit Hilfe entsprechender Immunglobuline an Stelle spezifischer primérer Antikorper bestimmt. Der hier abgebil-
dete Graph zeigt eine reprisentative Abbildung von insgesamt drei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der Expression von CEACAMI auf der
Zelloberflache fiir die bakterielle Adhision und fiir weitere Pathogen-Wirts-Interaktionen die

grofite Bedeutung zukommt.
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4.2 Expression von TLR2 auf humanem pulmonalen Epithel

Die Expression von TLR2 wurde bereits auf verschiedenen pulmonalen Epithelzelllinien
nachgewiesen. Da sie fiir die folgenden Versuche jedoch von entscheidender Bedeutung ist,
wurden die Literaturergebnisse fiir die in der Arbeit angewendeten Zelllinien nachvollzogen
und die Expression von TLR2 auf primiren Bronchialepithelzellen neu untersucht.

Hierfiir wurden unstimulierte Zellen mit Hilfe TLR2-spezifischer Primer zunichst mittels
PCR untersucht. Zur Uberpriifung der gleichmiBigen Gesamtmenge an mRNA in den
verschiedenen Ansidtzen wurde wiederum eine PCR mit spezifischen GAPDH-Primern
angesetzt.

Sowohl in den Zelllinien A549 und Beas2B als auch in den priméren Bronchialepithelzellen
lieBen sich deutliche TLR2-mRNA-Level feststellen (Abb. 4-2a). HEK293 Zellen
exprimierten erwartungsgemif kein TLR2. Mittels Facs wurde die Expression von TLR2 auf

der Oberfliche der genannten Zellen bestitigt (Abb.4-2b).
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Abb. 4-2: Expression von TLR2 auf pulmonalem Epithel

4-2a: Die Expression von TLR2 auf Beas2B, A549, HEK293 und primédren Bronchialepithelzellen wurde durch
die semiquantitative Bestimmung der entsprechenden mRNA ermittelt. Die hier dargestellte RT-PCR ist eine
reprisentative Abbildung von insgesamt drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen. Die
Bestimmung der GAPDH diente der Kontrolle der gleichen Menge an eingesetzter Gesamt-mRNA.
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4-2b: Die Quantifizierung von TLR2 auf der Oberfliche der verschiedenen pulmonalen Zellen erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (Facs). Dazu wurden jeweils 2 x 10° Zellen zuerst fiir eine Stunde mit einem
TLR2-spezifischen Antikorper und anschlieend fiir eine weitere Stunde mit einem entsprechenden FITC-
gekoppelten Antikorper inkubiert. Die Hintergrundfluoreszenz wurde mit Hilfe entsprechender Immunglobuline
an Stelle spezifischer primirer Antikorper bestimmt. Der hier abgebildete Graph zeigt eine reprisentative
Abbildung von insgesamt drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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Fiir die weiteren Untersuchungen eines moglichen Zusammenwirkens beider Rezeptoren
wurden im Folgenden nur noch die Alveolarkarzinomzellinie A549 und die priméren
Bronchialepithelzellen betrachtet, da die Beas2B Zellen zwar TLR2 aber keine

nennenswerten Mengen an CEACAM]1 exprimierten.

4.3 Expression von TLR2 und CEACAM1 nach Stimulation mit
M.catarrhalis auf pulmonalen Epithelzellen

Zuerst wurde der Einfluss von M. catarrhalis auf die Expression von TLR2 und CEACAM1
auf beiden Zelllinien mittels semiquantitativer PCR untersucht.

Hierzu wurden die Zellen mit M. catarrhalis in einer Konzentration von 10° cfu/ml iiber 6, 12
und 24 h stimuliert und anschlieBend im Vergleich zu unstimulierten Zellen mit Hilfe
spezifischer Primer in der PCR untersucht.

Abb. 4-3 zeigt eine deutliche zeitabhingige Expressionssteigerung von TLR2 auf A549
Zellen ab 12 h Stimulation. Die Expression von CEACAMI1 auf A549 stieg nach 6 h langsam
an.

Auch auf priméren Bronchialepithelzellen fiihrte eine Stimulation mit M. catarrhalis zu einer
zeitabhédngigen Expressionssteigerung von TLR2. Die CEACAMI-Expression wurde
ebenfalls zeitabhingig gesteigert und erreichte nach 12 h Stimulation dhnlich wie auf den

A549 Zellen eine Art Plateau.
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Abb. 4-3: Zeitabhingige Expression von TLR2 und CEACAMI1 auf pulmonalem Epithel nach
Stimulation mit M. catarrhalis

Die zeitliche Abhingigkeit der TLR2- bzw. CEACAMI-Expression auf A549 wund primédren
Bronchialepithelzellen (pBEC) nach Moraxella (M.c.)-Stimulation (O35E, 10° cfu/ml; 6, 12 und 24 h) wurde
durch die semiquantitative Bestimmung der TLR2- bzw. CEACAMI-mRNA ermittelt. Die hier dargestellte
RT-PCR ist eine repridsentative Abbildung von insgesamt drei unabhingig voneinander angesetzten
Stimulationen und daraus resultierenden RT-PCR Ansitzen. Die Bestimmung der GAPDH diente der Kontrolle
der gleichen Menge an eingesetzter Gesamt-mRNA.
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4.4 Kolokalisation von CEACAM1 und TLR2 in HEK293 Zellen

CEACAMI1 und TLR2 werden auf der Oberfliche von A549 Zellen und primiren
Bronchialepithelzellen stark exprimiert. Um die Lokalisation beider Rezeptoren noch genauer
zu bestimmen und eine mogliche Kolokalisation zu untersuchen, wurden transienttransfizierte
HEK?293 Zellen in der Konfokal-Laser-Mikroskopie untersucht.

Wie bereits gezeigt, exprimieren HEK293 Zellen weder CEACAMI1 noch TLR2 auf der
Zelloberfldache. Fiir die Untersuchungen wurden diese Zellen nun mit CEACAMI- und
GFP-tragenden TLR2-Expressionsplasmiden transient kotransfiziert, die anschlieBend mit
entsprechenden spezifischen Antikorpern sichtbar gemacht wurden.

Die Abb. 4-4.1 und II zeigen eine deutliche Expression von TLR2 (griin) bzw. CEACAM1
(rot) auf der Zelloberfliche nach der Transfektion. Die Ubereinanderlagerung beider Bilder
(Abb. 4-4.II1) liefert eine eindeutige partielle Kolokalisation beider Rezeptoren auf der
Zelloberflache (gelb), die in verschiedenen Schnittebenen (Abb. 4-4.1V) nachvollzogen

werden kann.

Abb. 4-4: Kolokalisation von TLR2 und CEACAM1 auf transfizierten HEK293 Zellen

Mittels konfokaler Laser-Mikroskopie wurden die Expressionsmuster von TLR2 und CEACAMI1 genauer
untersucht. Dazu  wurden HEK293 Zellen mit CEACAMI- (rot) und GFP-markierten
TLR2- (griin) Expressionsplasmiden transient kotransfiziert und anschlieBend markiert. Die gelben Abschnitte
in der Abbildung zeigen eine Uberlagerung bzw. Kolokalisation beider Rezeptoren. Die hier dargestellte
Abbildung ist eine repridsentative Darstellung von insgesamt drei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen.
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4.5 TLR2-vermittelte Aktivierung von NF-kB und IL8 durch M. catarrhalis

M. catarrhalis besitzt ,,pathogen-associated molecular pattern® (PAMP), welche von der an-
geborenen Immunitéit durch ,,pattern recognition receptors® (PRR) wie z. B. die ,,Toll-like
Rezeptoren* (TLR) erkannt werden. Fiir die Erkennung von M. catarrhalis kommen, wie
bereits erwihnt, hauptsichlich folgende zwei Toll-like Rezeptoren in Frage: zum einen TLR4
und zum anderen TLR2, welcher bakterielle Zellmembranbestandteile wie Lipoteichonsiduren
und Peptidoglykane erkennt. Die Bindung der PAMPs an Toll-like Rezeptoren fiihrt zur
Aktivierung des kanonischen NF-kB-Weges.

Zur Bestidtigung der durch Moraxellen induzierten Aktivierung des kanonischen NF-kB-We-
ges wurde die humane embryonale Nierenzelllinie HEK293 mit einem NF-xB-abhingigen
Luziferase-Reporter-Konstrukt mittels Kalziumphosphat-Methode transient transfiziert. Um
die Aktivitdt eines Promotors in der Zelle zu untersuchen, kann dieser Promotor vor ein
Reportergen kloniert werden. Der Promotor steuert dann die Aktivitét dieses Reportergens. In
der Regel werden Reportergene eingesetzt, deren Expression mit einfachen Techniken leicht
nachzuweisen ist. Dafiir eignen sich das p-Galaktosidase- und das Luziferase-Gen. Da
HEK?293 Zellen kein TLR2 exprimieren, wurde aulerdem ein humanes TLR2-Plasmid sowie
ein RSV- B-Galaktosidase-Konstrukt zum Abgleich der Transfektionseffizienz (,,relative light
units*; RLU) kotransfiziert. Nach einer Ruhephase von 24 h wurden die Zellen fiir 5 h mit
verschiedenen Konzentrationen von M. catarrhalis stimuliert.

In den transfizierten Zellen (sieche Abb. 4-5a) =zeigte sich eine deutlich
konzentrationsabhéngige Aktivierung von NF-kB, wohingegen untransfizierte Zellen
erwartungsgemih keine Aktivierung zeigten. Schon bei einer Konzentration von 10* cfu/ml
war eine signifikante Aktivierung von NF-xB zu erkennen. Der Einsatz von 10° cfu/ml
entsprach annidhernd der durch den synthetischen TLR2-Agonisten Pam3;CSKy
hervorgerufenen NF-xB-Aktivitit.

Die Aktivierung des kanonischen NF-kB-Weges fiihrt unter anderem zur Sekretion des
inflammatorischen Zytokins IL8. Werden HEK293 Zellen mit dem oben genannten TLR2
Expressionsplasmid mit Hilfe des Superfekt Transfektions Reagenz (Quiagen) transfiziert, ist
aufgrund der besseren Transfektionseffizienz dieses Verfahrens nach Stimulation der Zellen
sogar die Sekretion von IL8 im Elisa messbar. Dafiir werden die Zellen 24 h nach der
Transfektion fiir 15 h mit M. catarrhalis in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert und

anschlielend die Zelliiberstiande mittels IL8-Elisa untersucht.
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Abb. 4-5b zeigt die dosisabhingige Sekretion von IL8 in transfizierten HEK Zellen.

Untransfizierte Zellen sezernierten kein IL8. Die Hohe der IL8-Sekretion korrelierte dabei

mit der entsprechenden NF-kB-Aktivierung.
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Abb. 4-5: Dosisabhiingige Aktivierung der TLR2-vermittelten NF-xB-Aktivierung bzw. IL8-Freisetzung
durch M. catarrhalis

4-5a: Die Abbildung zeigt die relative Luziferaseaktivitit in den Zelllysaten transient mit TLR2, NF-kB und
B-Gal transfizierter HEK293 Zellen 5 h nach Stimulation mit M. catarrhalis (M.c., O35E). Die hier gezeigten
RLU (,relative light units“); ergeben sich aus dem Quotienten von NF-kB-Luziferaseaktivitit und B-Galaktosi-
daseaktivitit als MaB fiir die Transfektionseffizienz. Als Positivkontrolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C)
eingesetzt. Die Abbildung zeigt die Vereinigung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen
wobei jeder einzelne Wert als Duplikett angelegt war.

HEK293-TLR2 5(1)-IEK293
50 -
40 -
40 - 5
E -
30 - E“ 30
v -]
® x 1
= 20 - = 20
10~ 10 4 _—
0 - 0 -._i i - i

104 105 106 P-3-C
M.c. (cfu/ml)

- 104 105105 P.3.C -
M.c. (cfu/ml)

4-5b: Die Abbildung zeigt die Quantifizierung von IL8 im Uberstand Moraxella-infizierter transient mit
TLR2-Expressionsplasmid transfizierter HEK293 Zellen, gemessen 15 h nach der Stimulation mit
M. catarrhalis (M.c., O35E). Als Positivkontrolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C) eingesetzt. Die hier ab-
gebildeten Graphen zeigen die Vereinigung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Stimulationen, in
denen die einzelnen Werte je als Duplikett angelegt waren.
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4.6 Die UspA1-CEACAM1-Interaktion hat einen signifikanten Einfluss auf
die Adhasion von M. catarrhalis an pulmonalen Epithelzellen

Als nichstes wurde die Rolle der UspAl-CEACAMI-Interaktion fiir die Adhdsion von
M. catarrhalis an pulmonale Epithelzellen untersucht. Das Oberfldchenprotein UspAl von
M. catarrhalis bindet spezifisch an die extrazelluldr gelegene N-Domine von CEACAMI.
Um die Bedeutung dieser Bindung fiir die Adhidsion der Bakterien an die Zellen zu
untersuchen, wurden A549 und pulmonale Epithelzellen mit dem Moraxella-Wildtyp O35E
sowie mit der UspAl-defizienten Mutante O35E.1 stimuliert und die Adhision anschlieend
mittels cfu-basiertem Adhisionsassay untersucht. Der Moraxella-Wildtyp adhirierte sowohl
an A549 als auch an primédren Zellen sehr gut, wohingegen die Adhésion der
UspAl-defizienten Mutante auf beiden Zellsystemen signifikant verringert war (Abb. 4-6).
Wurde die N-Domidne von CEACAMI durch Pridinkubation mit einem spezifischen
Antikorper besetzt, konnte die Adhdsion des Wildtyps ebenfalls deutlich reduziert werden.

Bei Préinkubation der Zellen mit einem entsprechenden Kontrollantikdrper trat dieser Effekt

nicht ein.
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Abb. 4-6: Adhéasion von M. catarrhalis an pulmonalem Epithel

Die Adhision der beiden Moraxella-Stimme O35E und O35E.1 an A549 und pulmonale Bronchialepithelzellen
(pBEC) wurde nach Stimulation (107 cfu/ml, 1h) und anschlieBendem griindlichen Waschen der Zellen mit Hilfe
eines cfu-basierten Assays untersucht. Die Pridinkubation zur Blockierung der N-Domine erfolgte mit einem
spezifischen Antikorper (18/20, 1h). Als Negativkontrolle diente ein entsprechender nicht CEACAM1 bindender
Kontrollantikdrper (C-Ab). Die hier abgebildeten Graphen zeigen die Vereinigung von drei unabhédngig vonein-
ander durchgefiihrten Stimulationen, in denen die einzelnen Werte je als Duplikett angelegt waren. Signifikante
Unterschiede in der Adhésion (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.
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4.7 Die Interaktion von Moraxella-UspA1 und CEACAM1 reduziert die
IL8-Sekretion pulmonaler Epithelzellen

Um die funktionelle Bedeutung der Moraxella-UspA1-CEACAM 1-Interaktion auf A549 und
primiren Zellen zu untersuchen, wurde die IL8-Antwort beider Zelltypen nach Stimulation
mit dem UspAl-exprimierenden Moraxella-Wildtyp und der UspAl-defizienten Mutante
verglichen.

Die Zellen wurden hierzu fiir 15 h mit 10° cfu/ml der entsprechenden Bakterien stimuliert und
anschlieBend der IL8-Gehalt mittels IL8-Elisa im Zelliiberstand bestimmt.

Die Stimulation mit dem Moraxella-Wildtyp (O35E) fiihrte in beiden Zelltypen zu einer
deutlichen IL8-Antwort (Abb. 4-7a). Obwohl wir gezeigt haben, dass die O35E-Mutante
aufgrund des Fehlens von UspAl signifikant schlechter an beide Zelltypen bindet, fiihrte die
Stimulation der Zellen in gleicher Konzentration iiber den gleichen Zeitraum zu einer
signifikant hoheren IL8-Sekretion (Abb. 4-7a). Die IL8-Antwort zeigte sich ebenfalls deutlich
erhoht, wenn die Zellen vor der Stimulation mit dem M. catarrhalis-Wildtyp mit einem an die
N-Domine bindenden CEACAM]1 Antikorper (18/20) vorinkubiert wurden (Abb. 4-7b). Die
Vorinkubation mit einem entsprechenden Kontrollantikorper hatte keine Erhohung der 1L8-

Sekretion zur Folge.
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Abb. 4-7: Auswirkungen der UspA1-CEA CAM1-Interaktion auf die IL8-Sekretion pulmonaler
Epithelzellen

4-7a: Die Abbildung zeigt die Quantifizierung von IL8 im Uberstand Moraxella-infizierter A549 und priméirer
Bronchialepithelzellen (pBEC), gemessen 15 h nach der Stimulation mit O35E bzw. O35E.1 (10° cfu/ml). Als
Positivkontrolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C) eingesetzt.
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4-7b: Diese Abbildung stellt ebenfalls die IL8-Sekretion von A549 und priméren Bronchialepithelzellen (pBEC)
nach 15 stiindiger Stimulation mit dem Moraxella-Wildtyp (O35E, 10’ cfu/ml) dar. Zuvor wurden diese Zellen
jedoch iiber eine Stunde mit einem spezifisch an die N-Doméne von CEACAMI1 bindenden (18/20) bzw. einem
Kontrollantikérper (C-Ab) vorinkubiert.

Die hier abgebildeten Graphen zeigen die Vereinigung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Stimu-
lationen, in denen die einzelnen Werte je als Duplikett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der
IL8-Sekretion (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

Um mogliche Verdnderungen der Zellviabilitét als Ursache fiir die oben beschriebenen
Beobachtungen auszuschlieen, wurden die stimulierten Zellen im Facs, basierend auf einem
Annexin V und Propidiumiodid Assay, auf apoptotische bzw. nekrotische Zellpopulationen
untersucht. Fiir die beschriebenen Stimulationsbedingungen konnte keine Beeintridchtigung

der Zellviabilitit festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

4.8 Gen-Silencing von CEACAM1 fiihrt zu einer Verstiarkung der
M. catarrhalis-induzierten IL8-Sekretion

Die gezielte Gen-Inaktivierung (engl.: gene silencing) oder RNA-Interferenz (RNAi) mittels
synthetischer, kurzer interferierender RNA-Molekiile (siRNA, engl.: small interfering RNA)
dient als leistungsfihige experimentelle Methode der funktionellen Genomforschung.

Im Folgenden haben wir dieses Verfahren zur genaueren Untersuchung der regulatorischen
Funktion von CEACAMI fiir die M. catarrhalis-vermittelte IL8-Sekretion auf pulmonalem
Epithel angewendet. Da die primidren Bronchialepithelzellen sehr empfindlich auf die
Transfektion reagierten, wurden fiir diese Versuche die gut transfizierbaren A549 Zellen
verwendet.

Die Zellen wurden mit CEACAMI1-spezifischer siRNA behandelt und der Zeitpunkt des
optimalen Knock-down mittels PCR bestimmt (Abb. 4-8a). Die Kontroll siRNA hatte keinen
Einfluss auf die in der PCR bestimmten CEACAMI1-mRNA-Level. Fiir die anschlieenden
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funktionellen Untersuchungen wurden die transfizierten Zellen mit M. catarrhalis in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen zum Zeitpunkt des optimalen Silencing (72h) iiber eine
Zeitdauer von 15 h stimuliert.

Bei beiden Konzentrationen zeigten die mit CEACAMI1 siRNA vorbehandelten Zellen eine
deutlich hohere IL8-Sekretion als die mit Kontroll siRNA behandelten Zellen (Abb.4-8b).
Diese Verstiarkung fand bei Stimulation mit dem TLR2-Agonisten Pam3;CSK4 nicht statt.
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Abb. 4-8: CEACAMI1-Abhiingigkeit der M. catarrhalis-induzierten IL8-Sekretion

4-8a: Der optimale Zeitpunkt der Downregulation von CEACAMI1 durch Transfektion spezifischer
CEACAMI1 siRNA auf A549 Zellen wurde durch die semiquantitative Bestimmung der entsprechenden mRNA
ermittelt. Hierzu wurden Proben zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach der Nukleofektion untersucht
(48 h, 72 h und 96 h). Als Kontrolle diente eine nicht kodierende Kontroll siRNA (c). Die hier dargestellte RT-
PCR ist eine repridsentative Abbildung von insgesamt drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen
zum Zeitpunkt von 72 h nach der Transfektion. Die Bestimmung der GAPDH diente der Kontrolle der gleichen
Menge an eingesetzter Gesamt-mRNA.

4-8b: Abbildung b zeigt die Quantifizierung von IL8 im Uberstand von CEACAM1 siRNA-transfizierten und
anschlieBend mit Moraxella (O35E) infizierten A549 Zellen, gemessen 15 h nach der Stimulation. Als Positiv-
kontrolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C) eingesetzt. Die abgebildeten Graphen stellen die Vereinigung
von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Stimulationen dar, in denen die einzelnen Werte je als Dupli-
kett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der IL8-Sekretion (p <0,05) wurden mit einem Stern
gekennzeichnet.
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4.9 Die Hemmung der Moraxella catarrhalis-induzierten
NF-xB-Aktivierung durch CEACAM1 erfolgt liber dessen ITIM-Doméane

Wie in den vorhergehenden Abbildungen gezeigt, hat die UspAl-CEACAMI-Interaktion
einen entscheidenden Einfluss auf die M. catarrhalis-vermittelte IL8-Sekretion.

Um diese Hypothese zu bestitigen, wurden HEK293 Zellen mit einem Kontrollvektor oder
einem CEACAMI-Expressionsplasmid und einem NF-xB-Luciferase-Reporterplasmid
kotransfiziert. Unsere Ergebnisse zeigten, dass die alleinige Expression von CEACAMI
keine messbare NF-kB-Aktivierung nach fiinfstiindiger Stimulation mit dem Moraxella-
Wildtyp bzw. dem TLR2-Agonisten Pam3CSK4 nach sich zog. Im Gegensatz dazu und wie
schon in vorrangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt (Slevogt et al. 2006), fiihrte
die Uberexpression der HEK293 Zellen mit TLR2 zu einer deutlichen M. catarrhalis- bzw.
Pam3;CSKy-abhingigen NF-kB-Aktivierung (Abb. 4-9a).

In einem nichsten Schritt stellten wir die Hypothese auf, dass die UspAl-CEACAMI-
Interaktion einen inhibitorischen Effekt auf die TLR2-vermittelte Immunantwort hat.
Darauthin fiihrten wir Kotransfektionsversuche mit TLR2 in Kombination mit CEACAMI1
Expressionsplasmiden durch. Die transfizierten Zellen wurden wiederum nach 24 h
Ruhepause iiber 5 h mit M. catarrhalis (O35E) in einer Konzentration von 10° cfu/ml
stimuliert. Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Kotransfektion von CEACAMI die
M. catarrhalis-induzierte TLR2-vermittelte NF-xB-Aktivierung deutlich reduziert.
CEACAMI besitzt in seinem zytoplasmatischen Teil eine ITIM-Doméne, welche eine
wichtige Rolle fiir die CEACAMI-Signaltransduktion spielt. Wird der in dieser ITIM-
Domine liegende Tyrosinrest (Y459) durch Phenylalanin ersetzt (CC1 — Y459F), verliert die
Domiine ihre katalytische Funktion. In einem weiteren Schritt haben wir Kotransfektionen der
HEK?293 Zellen mit TLR2 und einer CEACAM 1-Mutante durchgefiihrt, deren ITIM-Doméne
durch eine Mutation an dieser Stelle inaktiviert wurde. Eine Stimulation mit M. catarrhalis
hatte hier eine signifikant stirkere NF-xB-Aktivierung im Vergleich zu den nur mit
TLR2-transfizierten Zellen zur Folge. Im Gegensatz dazu fiihrte der Einsatz einer Mutante,
bei der ein Aminosdurenaustausch aullerhalb der ITIM-Domine (CC1 - Y486F)
vorgenommen worden war, zu vergleichbaren Ergebnissen wie die Kotransfektion mit dem

CEACAM1-Wildtypplasmid (Abb. 4-9b).
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Abb. 4-9: Bedeutung der ITIM-Domiine von CEACAMLI fiir die Reduktion der M. catarrhalis-induzierten
Aktivierung von NF-xB

4-9a: Die Abbildung zeigt die relative Luziferaseaktivitit in den Zelllysaten der transient mit CEACAMI1 bzw.
TLR2 sowie NF-kB und B-Gal transfizierten HEK293 Zellen 5 h nach Stimulation mit M. catarrhalis (O35E,
10° cfu/ml). Die hier gezeigten RLU (,relative light units*) ergeben sich aus dem Quotienten von
NF-«B-Luziferaseaktivitit und B-Galaktosidaseaktivitit als MaB fiir die Transfektionseffizienz. Als Positivkon-
trolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C) eingesetzt.
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4-9b: In der Abbildung sind die RLU (,relative light units*) von Zelllysaten ebenfalls mit TLR2 und
CEACAMI kotransfizierten Zellen nach Stimulation mit M. catarrhalis O35E (10° cfu/ml, 6h) dargestellt.
Allerdings wurden unterschiedliche CEACAMI1-Konstrukte (CC1) fiir die Transfektion verwendet: der
CEACAMI1-Wildtyp mit intakter ITIM-Doméne (wt), eine Mutante in der ein in der ITIM-Doméne liegender
Tyrosinrest durch Phenylalanin ersetzt wurde (Y459F) sowie eine Mutante mit einem Aminosidurenaustausch
auf3erhalb des ITIM (Y486F).

Beide Graphen zeigen die Vereinigung von drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten Versuchen, wobei
jeder einzelne Wert als Duplikett angelegt war. Signifikante Unterschiede in der relativen Luziferaseaktivitit
(p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.
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4.10 Die Bindung von UspA1 an CEACAM1 fihrt zu dessen
Tyrosinphosphorylierung und zur Rekrutierung von SHP1

Die Bindung eines Liganden an CEACAMI1 fiihrt zur Phosphorylierung der ITIM-Domine
des Rezeptors und darauf folgend zur Rekrutierung verschiedener Phosphatasen wie SHP1
und SHP2.

Mittels Immunprézipitation wurde deshalb untersucht, ob die Bindung des Moraxella-
Wildtyps (O35E), der UspAl-defizienten Mutante (O35E.1) und des TLR2-Agonisten
Pam3;CSK, ebenfalls eine Phosphorylierung der CEACAM1-ITIM-Domine hervorruft und ob
diese Aktivierung eine Rekrutierung der oben genannten Phosphatasen auslost.

Zu diesem Zweck wurden A549 Zellen fiir 5 min mit Pam3;CSK,4 bzw. den entsprechenden
Bakterien in einer Konzentration von 107 cfu/ml stimuliert, anschlieBend lysiert und
CEACAMI1 mit einem entsprechenden CEACAM1-Antikorper immunprézipitiert. Mit Hilfe
des Western Blots bzw. der Ko-Immunprizipitation wurde die Phosphorylierung von
CEACAMI1 und die anschlieBende SHP1-Rekrutierung nachgewiesen. Gleiche Mengen an
CEACAMI in den verschiedenen Ansidtzen wurden mittels eines CEACAMI1-spezifischen
Antikorpers im Western Blot bestitigt.

In Abbildung 4-10 ist eine deutliche CEACAMI1-Phosphorylierung nach Stimulation mit dem
Moraxella-Wildtyp zu erkennen. Nach Inkubation der Zellen mit der UspAl-defizienten
Mutante oder Pam;CSK; kam es nicht zu dieser Reaktion. Pervanadat diente als
Positivkontrolle fiir den Phosphorylierungsnachweis.

Mit Hilfe einer Ko-Immunprézipitation wurden die Lysate anschlieBend auf die Priasenz von
SHP1 getestet. Dabei zeigte sich, dass die Rekrutierung von SHP1 nur nach vorheriger
Phosphorylierung von CEACAMI1 stattfand. SHP2 konnte in der Ko-Immunprézipitation

nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 4-10: UspAl-vermittelte Tyrosinphosphorylierung von CEACAMI1 sowie Rekrutierung von SHP1
an den aktivierten Rezeptor

Die mit M. catarrhalis (O35E, O35E.1, 10" cfu/ml) bzw. Pam;CSK, (P-3-C) stimulierten A549 Zellen wurden
nach 5 min lysiert. Das Lysat wurde {iber Nacht mit 2 ug eines CEACAM-Antikrpers immunprézipitiert und
nach Aufreinigung des gewonnenen Prizipitates mit entsprechenden SHP1- bzw. SHP2-spezifischen Antikor-
pern sowie einem Phosphotyrosinantikbrper im Western Blot analysiert. Als Positivkontrolle fiir die
Phosphorylierung diente Pervanadat (PV). Ein Western Blot mit einem spezifischen CEACAMI1-Antikorper
diente dem Nachweis gleicher Mengen von CEACAMI in den verschiedenen Ansitzen. Die hier gezeigte
Abbildung ist ein repridsentatives Gel von insgesamt drei unterschiedlichen Stimulationen und daraus
resultierenden Western Blots.

4.11 Gen-Silencing von SHP1 fuhrt zu einer Verstarkung der
M. catarrhalis-induzierten IL8-Sekretion, Gen-Silencing von SHP2 hat

dagegen keinen Einfluss

Um den Einfluss der SHP1- bzw. SHP2-Rekrutierung auf die mogliche CEACAM1-TLR2-
Interaktion zu untersuchen, wurden weitere siRNA-Experimente durchgefiihrt. Durch
spezifische siRNA gegen SHP1 und SHP2 wurde die Proteinexpression beider Phosphatasen
deutlich reduziert. Der Zeitpunkt des optimalen Gen-Silencings wurde mittels Western Blot
bestimmt. Dabei diente Aktin als Beladungskontrolle (Abb. 4-11a).

Abbildung 4-11b zeigt die IL8-Gehalte der Zelliiberstinde transfizierter A549 Zellen nach
15 h Stimulation mit dem Moraxella-Wildtyp. Wihrend die Inhibition von SHP1 zu einer
signifikanten Steigerung der M. catarrhalis-vermittelten IL8-Antwort im Vergleich zu mit
Kontroll siRNA behandelten Zellen fiihrte, war die Inhibition von SHP2 ohne Folgen fiir die
IL8-Sekretion. Durch Stimulation der Zellen mit Pam;CSK, ergaben sich weder nach
Inhibition von SHP1 noch SHP2 Unterschiede in der IL8-Sekretion im Vergleich zur

Kontrolle.



Ergebnisse 75

— aeesw’ .| o-SHP1 - ——ne o-SHP2
——— ey ] 0-Aktin N S— N, f— a-Aktin
= c SHP1 siRNA - c SHP2 SsiRNA

Abb. 4-11: SHP1-Abhéngigkeit der M. catarrhalis-vermittelten IL8-Sekretion

4-11a: Die Bestimmung des optimalen Zeitpunkts des maximalen Gen-Silencings von SHP1 und 2 durch
Transfektion spezifischer siRNA in A549 Zellen wurde mittels Western Blot vorgenommen. Hierzu wurden
Proben an drei verschiedenen Zeitpunkten nach der Nukleofektion untersucht (72 h, 96 h und 120 h). Als
Kontrolle diente eine nicht kodierende Kontroll siRNA (c). Die hier gezeigten Blots stellen jeweils ein représen-
tatives Gel von insgesamt drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten Versuchen zum Zeitpunkt von 96 h nach
der Nukleofektion dar. Die Bestimmung von Aktin dient der Kontrolle der gleichen Menge eingesetzten
Gesamtproteins.
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4-11b/c: Die Abbildungen zeigen die Quantifizierung von IL8 im Uberstand von SHP1 bzw. SHP2
siRNA-transfizierten und anschlieBend mit Moraxella infizierten A549 Zellen, gemessen 15 h nach der
Stimulation mit dem WildtypO35E. Als Positivkontrolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C) eingesetzt. Die
abgebildeten Diagramme stellen die Vereinigung von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Stimulatio-
nen dar, in denen die einzelnen Werte je als Duplikett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der
IL8-Sekretion (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.
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4.12 Stimulation pulmonaler Epithelzellen mit M. catarrhalis fuhrt zur

Phosphorylierung von TLR2

Ein wichtiges Zielprotein der Phosphatase SHP1 ist die p85-Untereinheit der PI3Kinase. Das
Enzym dephosphoryliert wichtige Tyrosinphosphorgruppen der regulatorischen Einheit. In
der Literatur wurde bereits die SHP1-vermittelte Regulation des PI3K/Akt Signalweges
beschrieben (Cuevas et al. 1999). Auch der Toll-like Rezeptor 2 besitzt Bindungsstellen, an
die die PI3Kinase nach Ligandenbindung mit anschlieBender Phosphorylierung des Rezeptors
rekrutiert wird, was schlieBlich eine Aktivierung des kanonischen NF-kB-Weges zur Folge
hat.

TLR?2 ist einer der wichtigsten PRRs fiir die Erkennung von M. catarrhalis in der Lunge. Um
zu uberpriifen, welche Rolle SHP1 fiir die CEACAMI-vermittelte inhibitorische Regulation
der TLR2-Signalkaskade spielt, wurde zuerst der Einfluss der PI3-Kinase fiir das
M. catarrhalis-induzierte TLR2-Signaling untersucht. Hierzu haben wir initial untersucht, ob
TLR2 durch Bindung von M. catarrhalis phosphoryliert wird. Es wurde eine
Immunprazipitation stimulierter A549 Zellen mit einem TLR2-spezifischen Antikorper
durchgefiihrt und die Phoshorylierung des Rezeptors anschlieBend im Western Blot
nachgewiesen. Dabei diente ein weiterer TLR2-Antikorper zur Bestitigung gleicher Mengen
an TLR2 in den verschiedenen Ansitzen.

Sowohl der Moraxella-Wildtyp als auch die UspAl-defiziente Mutante fiihrten zeitabhingig
zu einer deutlichen Tyrosinphosphorylierung von TLR2. In beiden Fillen setzte die

Phosphorylierung etwa 5 min nach Stimulationsbeginn ein (Abb. 4.12).
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Abb. 4-12: M. catarrhalis-vermittelte, UspA1-unabhingige Tyrosinphosphorylierung von TLR2

Die Abbildung zeigt eine zeitabhingige Phosphorylierung von TLR2 auf A549 Zellen nach Stimulation mit
M. catarrhalis (O35E, O35E.1, 107 cfu/ml). Das Zelllysat wurde nach Stimulation iiber Nacht mit 2 ug eines
spezifischen TLR2-Antikorpers immunprizipitiert und nach Aufreinigung des gewonnenen Prizipitates mit
einem Phosphotyrosinantikorper im Western Blot analysiert. Ein Western Blot mit einem weiteren spezifischen
TLR2-Antikorper diente dem Nachweis gleicher Mengen an TLR2 in den verschiedenen Ansétzen. Die hier ge-
zeigte Abbildung ist ein reprisentatives Gel von insgesamt 3 unterschiedlichen Stimulationen und daraus
resultierenden Western Blots.
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4.13 Durch spezifische Inhibition der PI3 Kinase wird die M. catarrhalis-
induzierte NF-kB-Aktivierung bzw. IL8-Sekretion gehemmt

Die Bedeutung der PI3 Kinase fiir die M. catarrhalis-induzierte TLR2-vermittelte
NF-xB-Aktivierung bzw. IL8-Sekretion sollte im Folgenden durch deren spezifische
Inhibition geklért werden.

Dazu wurden HEK293 Zellen mit einem NF-kB Luziferase Reporterplasmid sowie einem
TLR2- bzw. Leervektorexpressionsplasmid transfiziert und mit den PI3 Kinase-Inhibitoren
Ly294002 oder Wortmannin vorinkubiert. Danach wurden die Zellen iiber 5 h mit dem
Moraxella-Wildtyp O35E stimuliert.

Als Folge einer Stimulation der TLR2-transfizierten Zellen mit M.catarrhalis kam es bei
gleichzeitiger Inhibition der PI3K zu einer signifikant niedrigeren NF-kB-Aktivierung als in
den nicht vorinkubierten Zellen (Abb. 4-13a). Diese Daten deuten darauf hin, dass der PI3K
eine wichtige Rolle fiir die M. catarrhalis-induzierte TLR2-vermittelte NF-kB-Aktivierung
zukommt.

Um nun die Bedeutung der UspA1-CEACAMI-Bindung fiir die Beteiligung der PI3K an der
Moraxella-induzierten IL8-Sekretion genauer zu untersuchen wurden A549 und primére
Bronchialepithelzellen mit den oben genannten Inhibitoren vorinkubiert und anschlieend mit
dem Wildtyp O35E bzw. der Mutante O35E. 1 fiir 15 h stimuliert.

Die Inhibition der PI3K hatte keinen Einfluss auf die durch den Wildtyp hervorgerufene
IL8-Antwort. Die Mutanten-induzierte IL8-Sekretion wurde durch PI3K-Inhibition jedoch in
beiden Zelltypen auf das Level des Wildtyps reduziert, was darauf hindeutet, dass durch die
UspA1-CEACAMI-Interaktion eine Hemmung der PI3K-abhidngigen IL8-Sekretion
hervorgerufen wird (Abb. 4-13b).
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Abb. 4-13: EinfluB} der spezifischen Hemmung der PI3 Kinase auf die M. catarrhalis-induzierte NF-xB-
Aktivierung bzw. IL8-Sekretion

4-13a: Die Abbildung zeigt die Luziferase- und B-Galaktosidaseaktivitit in den Zelllysaten transient mit TLR2
sowie NF-kB und B-Gal-transfizierten HEK293 Zellen 5 h nach Stimulation mit M. catarrhalis (O35E,
10° cfu/ml). Vor der Stimulation wurden die Zellen teilweise fiir eine Stunde mit den PI3 Kinase-Inhibitoren
Ly294002 (Ly) und Wortmannin (Wort) vorinkubiert. Die hier gezeigten RLU (,relative light units) ergeben
sich aus dem Quotienten von NF-kB-Luziferaseaktivitidt und B-Galaktosidaseaktivitit als MaB fiir die Transfek-
tionseffizienz. Signifikante Unterschiede in der relativen Luziferaseaktivitét (p < 0,05) wurden mit einem Stern
gekennzeichnet.
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4-13b: Die Abbildungen zeigen die Quantifizierung von IL8 im Uberstand von Moraxella-infizierten A549 bzw.
primdren Bronchialepithelzellen (pBEC), gemessen 15 h nach der Stimulation mit O35E bzw.O35E.]
(105 cfu/ml). Vor der Stimulation wurden die Zellen teilweise fiir eine Stunde mit den PI3 Kinase-Inhibitoren
Ly294002 (Ly) und Wortmannin (Wort) vorinkubiert. Die abgebildeten Graphen stellen die Vereinigung von
drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Stimulationen dar, in denen die einzelnen Werte je als Duplikett
angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der IL8-Sekretion (p <0,05) wurden mit einem Stern
gekennzeichnet.
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4.14 Die UspA1-CEACAM1-Interaktion fiihrt zur Rekrutierung von SHP1
an TLR2

TLR2 wird durch den Moraxella-Wildtyp in gleichem Malle wie durch die UspAl-defiziente
Mutante phosphoryliert bzw. aktiviert. Trotzdem kommt es nach Stimulation von A549 und
primédren Bronchialepithelzellen mit der UspAl-defizienten Mutante zu einer signifikant
hoheren IL8-Sekretion als nach Stimulation mit dem Wildtyp. Die PI3K hat einen
entscheidenen Anteil an der M. catarrhalis-induzierten TLR2-vermittelten Aktivierung von
NF-xB. Da SHP1 in der Lage ist, Signalkaskaden, die durch Phosphorylierung der PI3 Kinase
aktiviert wurden, zu hemmen, nahmen wir an, dass die UspA1l-abhidngige SHP1-Rekrutierung
an CEACAMI ebenfalls einen hemmenden Einfluss auf die PI3K-vermittelte Aktivierung des
TLR2-abhédngigen Signalweges hat. In den nédchsten Versuchen sollte geklirt werden, ob die
UspAl-abhingige SHPI1-Rekrutierung an CEACAMI1 eine SHP1-TLR2-Assoziation zur
Folge hat und ob diese moglicherweise fiir die Hemmung der PI3K-vermittelten
NF-xB-Aktivierung verantwortlich ist.

Zuerst wurde eine Immunprizipitation mit entsprechend Moraxella-Wildtyp-stimulierten
A549 Zellen mit Hilfe eines TLR2-spezifischen Antikorpers durchgefiihrt. Anschlieend
wurde die Assoziation von SHP1 an TLR2 im Western Blot mit einem spezifischen
SHP1 Antikorper nachgewiesen. Als Kontrolle gleicher Mengen an TLR2 in den
verschiedenen Ansitzen diente ein weiterer TLR2-Antikorper.

In Abbildung 4-14 ist eine eindeutig UspAl-abhingige Rekrutierung von SHP1 an TLR2 zu
erkennen. Nach Stimulation der Zellen mit der UspA1-defizienten Mutante konnte kein SHP1

im Anschluss an die TLR2-Immunprizipitation im Western Blot nachgewiesen werden.
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Abb. 4-14: UspAl-abhiingige Rekrutierung von SHP1 an TLR2

Die Abbildung zeigt die Unterschiede in der zeitabhingigen Rekrutierung von SHP1 an TLR2 auf A549 Zellen
nach Stimulation mit M. catarrhalis (O35E, O35E.1, 107 cfu/ml). Das Zelllysat wurde nach Stimulation iiber
Nacht mit 2 pg eines spezifischen TLR2-Antikorpers immunprizipitiert und nach Aufreinigung des gewonnenen
Prézipitates mit einem spezifischen SHP1-Antikorper im Western Blot analysiert. Ein Western Blot mit einem
weiteren spezifischen TLR2-Antikorper diente dem Nachweis gleicher Mengen an TLR2 in den verschiedenen
Ansitzen. Die hier gezeigte Abbildung ist ein repridsentatives Gel von insgesamt 3 unterschiedlichen
Stimulationen und daraus resultierenden Western Blots.
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4.15 Die SHP1-TLR2-Assoziation hat eine Aufhebung des
p85-TLR2-Signalkomplexes zur Folge

Nach Aktivierung von TLR2 kommt es zwischen den Phosphotyrosinresten der zytosolischen
TLR2-Domine und der p85-Untereinheit der PI3K zur Bildung eines Signalkomplexes. In
Abbildung 4-15a wurden primédre Bronchialepithelzellen auf die Bildung eines solchen
Komplexes nach Stimulation mit beiden Moraxella-Stammen untersucht. Aus den Zelllysaten
wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers TLR2 immunprézipitiert und anschlieBend
p85 in einem Sandwich-Elisa nachgewiesen.

Wie in Abbildung 4-15a zu erkennen ist, fiihrte die Stimulation mit M.catarrhalis (O35E) zu
keiner nennenswerten Komplexbildung, wohingegen die Infektion mit der UspA1-defizienten
Mutante bereits nach einer Minute Inkubationszeit eine deutliche Assoziation zwischen TLR2

und p85 zur Folge hatte.
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Abb. 4-15a: UspA1l-abhiingige Aufhebung des p85-TLR2-Komplexes

Die Abbildung zeigt die UspAl-abhiingigen Unterschiede in der Bildung des p85-TLR2-Komplexes auf
A549 Zellen nach Stimulation mit M. catarrhalis (O35E, O35E.1, 10° cfu/ml). Das Zelllysat wurde nach
Stimulation {iber Nacht mit 2 pg eines spezifischen TLR2-Antikorpers immunprézipitiert und das gewonnene
Prizipitat nach Aufreinigung mit einem p85 spezifischen Sandwich-Elisa untersucht. Der abgebildete Graph
stellt die Vereinigung von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Stimulationen dar, in denen die einzel-
nen Werte je als Duplikett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der der Bildung des p85-TLR2-
Komplexes (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

Zusitzlich wurden zwei siRNA-Experimente durchgefiihrt, um die Bedeutung der
Assoziation von SHP1 und TLR2 fiir den Moraxella-induzierten TLR2-p85-Signalkomplex
zu bestitigen. Hierfiir wurden A549 Zellen wie bereits beschrieben mit CEACAMI- bzw.
SHP1-spezifischer siRNA transfiziert und anschlieBend mit dem M. catarrhalis-Wildtyp
stimuliert. Aus den Zelllysaten wurde mittels Immunprézipitation TLR2 extrahiert und im

Sandwich-Elisa auf gebundenes p85 untersucht.
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Wie in den Abbildungen 4-15b zu erkennen ist, fiihrte eine Stimulation mit dem Wildtyp in
Kontroll siRNA-transfizierten Zellen nicht zu einer Assoziation von TLR2 mit der
p85-Untereinheit der PI3 Kinase. Ein Gen-Silencing sowohl von CEACAM]1 als auch von
SHP1 hatte jedoch eine deutlich gesteigerte TLR2-p85-Komplexbildung zur Folge, was
darauf hindeutet, dass die Rekrutierung von SHPI an TLR2 hervorgerufen durch die
UspA1-CEACAMI1-Bindung zu einer Authebung des TLR2-p85-Signalkomplexes fiihrt.
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Abb. 4-15b: CEACAMI1- bzw. SHP1-abhiingige Aufhebung des p85-TLR2-Komplexes

In dieser Abbildung ist die Bildung des p85-TLR2-Komplexes nach Stimulation mit M. catarrhalis in
Abhingigkeit von CEACAMI1 und SHP1 dargestellt. Dazu wurden die Zellen mit spezifischer CEACAMI1 bzw.
SHP1 siRNA transfiziert und anschlieBend mit M. catarrhalis (O35E, 10° cfu/ml) stimuliert. Das Zelllysat
wurde wie bereits unter 4-15a beschrieben weiterbehandelt. Die abgebildeten Graphen stellen die Vereinigung
von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen dar, in denen die einzelnen Werte je als Duplikett
angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der der Bildung des p85-TLR2-Komplexes (p < 0,05) wurden mit
einem Stern gekennzeichnet.

4.16 Die UspA1-CEACAM1-induzierte SHP1-Rekrutierung kontrolliert die
PI3K-abhéangige Phosphorylierung von Akt (S437)

AbschlieBend wurden die regulatorischen Effekte der UspA1-CEACAMI -Interaktion auf das
PI3 Kinasen-abhingige Signaling von TLR2  untersucht werden. Dazu wurde die
Phosphorylierung als MaB fiir die Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt untersucht, die
ein wichtiges Element der PI3K-Signalkaskade darstellt und als solches von der Aktivitit der
PI3Kinase abhéngig ist.

Fir den Nachweis einer Abhingigkeit der UspAl-CEACAMI-Interaktion fiir die

Phosphorylierung und damit Aktivierung von Akt wurden weitere Experimente durchgefiihrt.
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Dabei zeigte sich, dass es nach Stimulation der Zellen mit dem Wildtyp zu keiner
Phosphorylierung von Akt im Vergleich zum unstimulierten Leerwert kam (Abb. 4-16a),
wihrend die Inkubation mit der UspAl-depletierten Mutante schon nach 30 min eine
deutliche Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt zur Folge hatte.

Wihrend die Vorinkubation mit dem PI3 Kinase-Inhibitor Ly 294002 erwartungsgemil keine
Auswirkung auf die Akt-Phosphorylierung der mit dem Wildtyp stimulierten Zellen hatte,
wurde die Aktivierung von Akt durch die Mutante bei vorheriger Inkubation mit dem

Inhibitor gehemmt.
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Abb. 4-16a: UspA1l- und PI3 Kinase-abhéingige Phosphorylierung von Akt

Die Abbildung zeigt die Unterschiede in der zeitabhidngigen Phosphorylierung von Akt auf A549 Zellen nach
Stimulation mit M. catarrhalis (O35E, O35E.1, 10° cfu/ml). Vor der Stimulation wurden die Zellen zum Teil mit
dem PI3 Kinase-Inhibitor Ly 294002 fiir eine Stunde vorinkubiert. Das Zelllysat wurde nach der Stimulation mit
einem spezifischen Phospho-Akt-Antikdrper im Western Blot analysiert. Die Bestimmung von Aktin diente zur
Kontrolle von gleichen Mengen eingesetzten Gesamtproteins. Der hier gezeigte Blot stellt ein représentatives
Gel von insgesamt drei unabhiingig voneinander durchgefiihrten Versuchen dar.

Um die Rolle von SHPI in der Inhibition des TLR2-Signalings genauer zu untersuchen,
wurden siRNA-Versuche mit SHPI-spezifischer siRNA durchgefiihrt, in denen nach
Transfektion und anschlieBender Stimulation der Zellen mit dem Moraxella-Wildtyp die
Aktivierung von Akt im Western Blot mittels eines spezifischen Phospho-Akt-Antikorpers
untersucht wurde. In A549 Zellen, in denen SHP1 mittels siRNA gehemmt wurde, rief auch
der Wildtyp eine deutliche Phosphorylierung von Akt hervor. Dies deutet wiederum darauf
hin, dass eine Assoziation von SHP1 an TLR2 zu einer Aufhebung des
p85-TLR2-Signalkomplexes und somit zu einer Unterbrechung der PI3 Kinasen-abhingigen
Signalkaskade fiihrt.



Ergebnisse 83

contr. siRNA SHP1 siRNA

— e S s | o-p-Akt pS#7

| mm—— —— — — (l'Aktin

- + - + O35E

Abb. 4-16b: SHP1-Abhiingigkeit der Akt-Phosphorylierung

In dieser Abbildung wird der Einfluf von SHP1 auf die Phosphorylierung von Akt auf A549 Zellen nach
Stimulation gezeigt. Die Zellen wurden mit spezifischer SHP1 siRNA transfiziert und anschlieBend mit M.
catarrhalis (O35E, 10° cfu/ml) stimuliert. Das Zelllysat wurde nach der Stimulation mit einem spezifischen
Phospho-Akt-Antikorper im Western Blot analysiert. Die Bestimmung von Aktin diente zur Kontrolle von
gleichen Mengen eingesetzten Gesamtproteins. Der hier gezeigte Blot stellt ein reprdsentatives Gel von
insgesamt drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen dar.

4.17 Die Bindung der Neisseria-spezifischen Oberflichenproteine (Opa)
an CEACAM1 hemmt ebenfalls die TLR2-abhédngige Immunantwort

pulmonaler Epithelzellen

Neben M. catarrhalis besitzen auch Neisserien Oberflaichenmembranproteine, die opacity-
associated proteins (Opa), mit denen sie in der Lage sind, an die N-Doméne von
CEACAMI1 zu binden. Um herauszufinden, ob die Inhibition von TLR2 durch CEACAMI1
ausschlieBlich durch Bindung des Moraxellenoberflachenproteins UspAl oder auch durch
weitere Liganden von CEACAMI hervorgerufen wird, wurden die Versuche auf die
Neisseria-spezifischen Oberfldchenproteine (Opa) ausgeweitet.

Fiir die folgenden Versuche wurden rekombinante E. coli genutzt, die zwei verschiedene Opa
Proteine von Neisseria meningitidis an ihrer Zelloberfliche exprimieren (Opa B128, Opa
J129). Fiir den E. coli-Wildtyp wurde gezeigt, dass er nicht an CEACAMI1 bindet und dieses
auch nicht aktiviert.

Zuerst wurde die Adhdsion der Opa-exprimierenden E. coli an AS549 und primére
Bronchialepithelzellen mittels des bereits fiir die Moraxellen etablierten Adhisionsassays
iiberpriift.

Wihrend der E. coli-Wildtyp kaum an beide Zelltypen binden konnte, war die Adhésion der
Opa B-exprimierenden Bakterien ausgezeichnet. Durch Vorinkubation mit einem
CEACAMI1-spezifischen, die N-Domine bindenden Antikorper konnte die Adhédsion
signifikant verringert werden.

Gleiche Ergebnisse lieferte der Versuch mit Opa J-exprimierenden E. coli (Daten nicht

abgebildet).
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Abb. 4-17a: Adhision des Neisseria-spezifischen Oberflachenproteins Opa B an pulmonale Epithelzellen

Die Adhision der Opa B-exprimierenden E. coli an pulmonalem Epithel wurden nach Stimulation (107 cfu/ml,
1h) und anschlieBendem griindlichen Waschen der Zellen mit Hilfe eines cfu-basierten Assays untersucht. Die
Priinkubation zur Blockierung der N-Domine erfolgte mit einem CEACAMI-spezifischen Antikorper (18/20)
fiir 1 h. Die hier abgebildeten Graphen zeigen die Vereinigung von drei unabhiingig voneinander durchgefiihrten
Stimulationen, in denen die einzelnen Werte je als Duplikett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der

Adhision (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

AnschlieBend wurde die IL8-Sekretion beider Zelltypen nach 15 stiindiger Stimulation mit

den verschieden E. coli-Stimmen gemessen.

Die Infektion mit den Opa-exprimierenden

Bakterien lieferte in beiden Féllen eine deutlich niedrigere Sekretion von IL8 als der

E. coli-Wildtyp.



Ergebnisse 85

20 -
220 |
A549 pBEC
200 -
180 -
15 -
160 -
140
e} . £}
E}120 =1 * *
2 ? 10 - _
*® 100 + ®©
= = .
80 A T
60 - 5
40 A T
20 A
0 - 0
c wt OPAB OPAJ c wt OPAB OPAJ
E. coli E. coli

Abb. 4-17b: Opa-abhingige Hemmung der TLR2-vermittelten IL8-Sekretion pulmonaler Epithelzellen
Die Abbildung stellt die IL8-Sekretion von A549 und primédren Bronchialepithelzellen nach 15 stiindiger
Stimulation mit dem E. coli-Wildtyp sowie den Opa-exprimierenden E. coli (107 cfu/ml) dar. Die hier abgebilde-
ten Graphen zeigen die Vereinigung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Stimulationen, in denen
die einzelnen Werte je als Duplikett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der IL8-Sekretion (p < 0,05)
wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

Die Stimulation von mit CEACAM1-spezifischer siRNA transfizierten A549 Zellen ergab fiir
beide Opa Proteine eine signifikant hohere Sekretion von IL8 im Vergleich zu

Kontroll siRNA-transfizierten Zellen.
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Abb. 4-17c: Einfluss der Opa-CEACAMI1-Interaktion auf die TLR2-vermittelte IL8-Sekretion
pulmonaler Epithelzellen

Diese Abbildung zeigt die Quantifizierung von IL8 im Uberstand von CEACAMI siRNA-transfizierten und
anschlieBend mit Opa-exprimierenden E. coli (107 cfu/ml) infizierten A549 Zellen, gemessen 15 h nach der
Stimulation. Als Positivkontrolle wurden 100 ng/ml Pam;CSK, (P-3-C) eingesetzt. Der abgebildete Graph stellt
die Vereinigung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen dar, in denen die einzelnen Werte
je als Duplikett angelegt waren. Signifikante Unterschiede in der IL8-Sekretion (p < 0,05) wurden mit einem
Stern gekennzeichnet.

Um die Rolle von CEACAMI fir die E. coli-vermittelte TLR2-abhédngige
NF-xkB-Aktivierung weiter zu bestdtigen, wurden HEK293 Zellen mit TLR2- oder
CEACAMI1-Expressionsplasmiden allein oder mit beiden kotransfiziert. Mittels gleichzeitig
transfiziertem NF-kB-Reporterplasmid wurde 1im Luziferase-Reportergenassay die
NF-xB-Aktivierung der HEK293 Zellen nach Stimulation mit den verschiedenen E. coli
gemessen.

Die Stimulation von nur TLR2-exprimierenden Zellen fiihrte bei allen drei E. coli zu einer
vergleichbaren Aktivierung von NF-kB. Nach Stimulation der kotransfizierten Zellen ergab
sich ein @&hnliches Bild wie fiir die Infektion mit M. catarrhalis O35E und der
UspAl-depletierten Mutante O35E.1. Die Opa-exprimierenden E. coli konnten signifikant
weniger NF-xB aktivieren als der E. coli-Wildtyp. Diese Ergebnisse waren ein deutlicher
Hinweis dafiir, dass der CEACAMI-abhingige Mechanismus der Reduktion der TLR2-
abhdngigen Immunantwort pulmonaler Epithelzellen auch von Opa-exprimierenden Keimen

induziert werden kann.
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Abb. 4-17d: Auch die durch Opa hervorgerufene Reduktion der TLR2-vermittelten NF-xB-Aktivierung
ist CEACAMI1-abhiingig

Die Abbildung zeigt die relative Luziferaseaktivitdt in den Zelllysaten transient mit CEACAM1 bzw. TLR2
sowie NF-kB und B-Gal transfizierter HEK293 Zellen 5h nach Stimulation mit dem E. coli-Wildtyp bzw. den
verschiedenen Opa-exprimierenden E. coli (107 cfu/ml). Die hier gezeigten RLU (,relative light units®) ergeben
sich aus dem Quotienten von NF-kB-Luziferaseaktivitidt und B-Galaktosidaseaktivitit als MaB fiir die Transfek-
tionseffizienz. Der Graph zeigt die Vereinigung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen,
wobei jeder einzelne Wert als Duplikett angelegt war. Signifikante Unterschiede in der relativen
Luziferaseaktivitit (p < 0,05) wurden mit einem Stern gekennzeichnet.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

5.1.1 CEACAM-Expression auf pulmonalem Epithel

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal systematisch das Expressionsmuster
humaner CEACAM Rezeptoren auf pulmonalem Epithel untersucht. Gegenstand der
Versuche waren mit CEACAMI1, CEA, CEACAM6 und CEACAM?7 alle bisher auf
Epithelzellen beschriebenen Vertreter der CEACAM-Rezeptorfamilie (Odin and Obrink
1987; Thompson J. A. 1995; Prall et al. 1996; Schoélzel et al. 2000).

Die mRNA- sowie auch die Facs-Analyse der zwei Laborzelllinien Beas2B und A549 ergab
im Vergleich zu primidren Bronchialepithelzellen entscheidende Unterschiede im
Expressionsmuster, besonders zwischen den Beas2B und den primiren Zellen. In der
virustransformierten Bronchialepithelzelllinie Beas2B konnte mittels PCR {iiberhaupt keine
Expression der vier untersuchten CEACAM Rezeptoren gefunden werden. Es bedarf
weiterfiihrender Untersuchungen, um zu kldren, ob eine Virustransformation von
Epithelzellen mit SV40 Viren Auswirkungen auf die CEACAM-Expression hat, bzw. sie
durch die Virusinfektion inhibiert wird. Zu dieser Vermutung gibt es in der Literatur
allerdings bisher keine Angaben. Da, aufgrund der ausschlieBlichen Humanpathogenitit der
Moraxellen, ein moglichst realitdtsnahes Zellmodell unerlidsslich war, um entsprechend
auswertbare Ergebnisse zu erzielen, wurde die Beas2B Zelllinie fiir weitere Versuche
ausgeschlossen.

Es ist beschrieben, dass CEACAMI in priméren Lungentumoren hochreguliert ist (Ohwada et
al. 1994). Deshalb fillt vermutlich die Expression der CEACAM Rezeptoren in der
Lungenkarzinomzelllinie A549 etwas hoher aus als in den primiren Zellen gesunder Spender.
Trotzdem scheinen die A549 Zellen ein brauchbares Zellmodell darzustellen, da sie ein
dhnliches Expressionsmuster wie die primédren Bronchialepithelzellen besitzen.

Da CEACAMY7 in priméren Zellen nicht nachweisbar war und CEACAMG6 und CEA nur in
geringer Menge auf der Zelloberfldche exprimiert wurden, beschrinkte sich die funktionale
Untersuchung auf CEACAMI, dessen Signaltransduktionsmechanismen bisher am besten
untersucht sind.

Das Expressionsmuster der vier untersuchten Rezeptoren auf primédren Bronchialepithelzellen
von Proben unterschiedlicher Probanden stellte sich in den einzelnen Versuchen recht

einheitlich dar. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Expression je nach individuell
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unterschiedlichen Einflussfaktoren variieren kann. So ist z.B. beschrieben, dass verschiedene
Tumorerkrankungen eine veridnderte CEACAMI-, CEA- oder auch CEACAMG6-Expression
zur Folge haben konnen (Nollau et al. 1997; Busch et al. 2000; Laack et al. 2002).
Desweiteren ist denkbar, dass verschiedene exogene oder auch endogene Noxen, wie z.B.
Zigarettenrauch bzw. eine chronische Inflammation, einen Einfluss auf das
Expressionsmuster des respiratorischen Epithels besitzen. Damit diese moglichen
Einflussfaktoren niher charakterisiert werden konnen, miissen weitere Untersuchungen

unterschiedlicher Spenderzellen stattfinden.

5.1.2 Moraxella catarrhalis und CEACAM1

Die Interaktion von M. catarrhalis und CEACAMI1 wurde in der Vergangenheit schon
mehrfach beschrieben. Virji et al. zeigten bereits 2003, dass das Oberflichenprotein UspAl
von M. catarrhalis ebenso wie das P5 Protein von Haemophilus influenzae und die Opa
Proteine von Neisseria meningitidis spezifisch an die N-Domédne von CEACAMI1 bindet
(Virji et al. 2003). Da UspAl, P5 und Opa keinerlei strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen, ist
eine parallele evolutionidre Entwicklung dieser Bindungsproteine denkbar (Hill und Virji
2005).

In der vorgelegten Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Bindung von M. catarrhalis an
CEACAMI1 es dem Erreger ermoglicht, die durch ihn ausgeloste TLR2-abhédngige
Immunantwort zumindest teilweise zu umgehen. Dieser Mechanismus fiihrt zu einem neuen
Erkldrungansatz dafiir, warum CEACAMI1 bindende Pathogene, als klassische Kolonisierer
des unteren Resprationstraktes, eine deutlich verminderte Immunreaktion auslosen. Weiterhin
wire es denkbar, dass das Ausmal einer entziindlichen Reaktion als Folge einer Infektion mit
M. catarrhalis von Patient zu Patient unterschiedlich ist und von der individuellen TLR2- und
CEACAMI1-Expression auf dem Bronchialepithel abhéngig sein kann. Um diese Frage zu
kldren, sind jedoch weitere klinisch orientierte Arbeiten notwendig.

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass auch dem Oberflidchenprotein UspAl in der Frage
Kolonisierung versus Infektion eine entscheidende Bedeutung zukommt. Die Affinitiit dieser
Proteine zu CEACAMI unterscheidet sich je nach Erregerstamm, was auf Punktmutationen
des UspAl-Gens zuriickzufithren ist (Virji et al. 2008). Die Spezifitit und damit die
Bindungskapazitdt hingt also auch von der Proteinstruktur des Oberflichenmolekiils ab.
Diese in vitro Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die bakterielle Adhésion von M.

catarrhalis an Bronchialepithel auch in vivo durch Unterschiede des UspAl-Molekiils
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beeinflusst werden konnte. Hierzu fehlen ebenfalls klinische Studien, die allerdings von der
gastgebenden Arbeitsgruppe in Planung sind.

Brooks et al. haben gezeigt, dass das UspAl des M. catarrhalis-Stames O35E, den auch in
dieser Arbeit verwendet wurde, keine nennenswerte Affinitit zu CEACAMI1 besitzt (Brooks
et al. 2008). Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit eine deutliche Affinitdt des UspAl
von O35E an CEACAMI1 zeigen konnen. Diese Differenzen lassen sich auf methodische
Unterschiede zuriickfiihren. Wihrend die Adhésionsversuche in dieser Arbeit mit Hilfe eines
cfu-basierten Assays durchfiihrt wurden, hat die zitierte Arbeitsgruppe einen Elisa verwendet
und dafiir das UspAl Protein thermisch vorbehandelt. Laut weiterfiihrender bisher
unpublizierter Untersuchungen der gastgebenden Arbeitsgruppe wirkt sich die thermische
Behandlung des UspAl deutlich auf die Affinitit des UspAl zu CEACAMI1 aus, sodass die
Unterschiede der Ergebnisse darauf zuriickgefiihrt werden konnen. Wie in den
Untersuchungen gezeigt wurde, ist von einer Bindung des UspAl des M. catarrhalis-
Stammes O35E an CEACAMI1 auszugehen, welches auf priméren Bronchialepithelzellen
sowie auch auf A549 Zellen exprimiert wird. Eine weitere Bestitigung der Bindung konnte
mittels Vorinkubation der Zellen mit einem die N-Doméne von CEACAMI bindenden
Antikorper erzielt werden. Durch Vorinkubation mit diesem AnikOrper kam es zu einer

signifikanten Verminderung der bakteriellen Bindung an die Epithelzellen.

5.1.3 Tyrosinphosphorylierung und Signaltransduktion von CEACAM1

Die Bedeutung der Tyrosinphosphorylierung von CEACAM1 ist in unterschiedlichen Studien
untersucht worden. So ist die Signalweiterleitung iiber intrazelluldre Bindungspartner wie die
Tyrosinphosphatasen SHP1 und SHP2, die Tyrosinkinase c-src, die Adapterproteine Shc und
Paxillin sowie das B3-Integrin absolut abhingig von der vorhergehenden Aktivierung, d.h.
Tyrosinphosphorylierung von CEACAMI (Brummer et al. 1995; Huber et al. 1999; Poy et al.
2002a).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch M. catarrhalis eine
Tyrosinphosphorylierung von CEACAMI1 auf humanem pulmonalen Epithel hervorgerufen
wird. Entscheidend fiir diese Aktivierung des Rezeptors ist das Oberfldchenprotein UspAl
von M. catarrhalis. Insbesondere eine Inkubation der Zellen mit dem rekombinanten Protein
UspAl hatte eine deutliche Phosphorylierung von CEACAMI1 zur Folge (Daten nicht
gezeigt). Von einer geringfligigen basalen Tyrosinphosphorylierung von CEACAMI1 muss,



Diskussion 91

wie auch in anderen Studien beschrieben wurde, immer ausgegangen werden (Budt, M.
2002).

Es wurde schon mehrfach gezeigt, dass eine Liganden-abhéngige Phosphorylierung von
CEACAMI1 zu einer Rekrutierung von SHP1 an den Rezeptor fiihrt. Es ist auch bekannt, dass
die Interaktion der Neisserien-spezifischen Opa-Proteine mit CEACAMI1 zu einer
Verminderung der Proliferation und Aktivierung von CD4" Zellen durch Inhibition des
T-Zell-Rezeptors fiihrt (Boulten and Gray-Owen 2002). Weiterhin wurde fiir die
Rekrutierung von SHP1 und SHP2 gezeigt, dass sie einen wichtigen Schritt fiir diese
CEACAMI1-induzierte Hemmung der T-Zell-Funktion darstellt (Boulten and Gray-Owen
2002; Lee et al. 2008). Die Hemmung verschiedener T-Zell-Funktionen als Antwort auf die
Interaktion von CEACAMI1 mit den Neisserienoberflichenproteinen Opa ist abhidngig von
der Phosphorylierung der CEACAMI1-ITIM-Domine (Nagaishi et al. 2006; Lee et al. 2008).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die Abhingigkeit der TLR2-vermittelten
NF-kB-Antwort von einer intakten ITIM-Domiéne gezeigt werden. Weiterhin wurde gezeigt,
dass die Punktmutation einer Aminosdure in der aktiven ITIM Doméne zu deren

Inaktivierung fiihrt und eine Unterbrechung der anschlieBenden Signalkaskade zur Folge hat.

5.1.4 M. catarrhalis und TLR2 auf pulmonalem Epithel

Da das Vorhandensein einer TLR2-Expression fiir die Experimente dieser Arbeit unerlédsslich
war, wurden alle verwendeten Zellen mittels RT-PCR und Facs-Analyse auf ihre
TLR2-Expression untersucht. Sowohl die primdren Bronchialepithelzellen als auch die
Alveolarzellkarzinomzelllinie A549 zeigten eine deutliche Expression des Rezeptors.
Wihrend bei der Laborzellline A549 von einer relativ konstanten TLR2-Dichte ausgegangen
werden kann, ist bei den priméren Zellen mit einer groferen individuellen Schwankungsbreite
zu rechnen. In den verwendeten Zellen stellte sich die TLR2-Expression in den ersten drei
Passagen jedoch groBtenteils einheitlich dar. Spenderzellen, deren Expressionsmuster sich
deutlich vom Durchschnitt unterschied, wurden nicht fiir weitere Versuche verwendet.

Die M. catarrhalis-induzierte Aktivierung der angeborenen Immunitét des respiratorischen
Epithels wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits untersucht. So wurde gezeigt, dass
M. catarrhalis dosis- und zeitabhidngig zur TLR2-vermittelten Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB fiihrt, was die Freisetzung verschiedener proinflammatorischer
Zytokine unter anderem IL8 und GM-CSF zur Folge hat (Slevogt et al. 2006). Diese

Ergebnisse wurden auf A549 Zellen sowie primédren Bronchialepithelzellen nachvollzogen.
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5.1.5 Signaling von TLR2

Nach Ligandenbindung an den Toll-like Rezeptor 2 erfolgt die Signalweiterleitung auf zwei
unterschiedlichen, voneinander unabhingigen Wegen: die MyD88-abhingige und die
PI3 Kinase-abhingige Signalkaskade (Akira and Takeda 2004; Arbibe et al., 2000;
Strassheim et al. 2004). Beide miinden letztendlich unter anderem in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Es ist derzeit nicht bekannt, wie das TLR2-Signaling von
diesen beiden Wegen abhingt und welcher Mechanismus die Intensitét der unterschiedlichen
Signalkaskaden steuert. Um herauszufinden, welche Umstdnde zur Auswahl des einen oder
anderen Weges des TLR2-Signalings fiihren und unter welchen Bedingungen die
entsprechende Signalkaskade tatsdchlich von Bedeutung ist, sind weitere Untersuchungen
notwendig.

Um zu untersuchen, ob die M. catarrhalis-induzierte TLR2-vermittelte Aktivierung von
NF-xB auch PI3 Kinase-abhingig verldauft, wurden die einzelnen Schritte dieser Kaskade
nach Moraxella-Stimulation iberpriift. Die Beteiligung dieser auch in der Literatur
beschriebenen Signalkaskade (Arbibe et al. 2000) an der TLR2-abhidngigen M. catarrhalis-
induzierten Immunantwort konnte in unseren Versuchen nachvollzogen werden. Wurde der
PI3K-Signalweg mit Hilfe spezifischer Inhibitoren gehemmt, fiihrte dies zu einer
signifikanten Reduktion der TLR2-vermittelten IL8-Sekretion, was die Bedeutung dieses
Signalweges fiir die M. catarrhalis-induzierte TLR2-vermittelte Aktivierung von NF-xB
verdeutlicht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen weiter, dass einige Pathogene in der Lage sind,
CEACAMI1 als inhibitorischen non-Toll-like PRR zu nutzen, offensichtlich um die iiber die
PI3  Kinase-vermittelte =~ TLR2-abhéngige = Immunantwort zu  inhibieren.  Der
MyD88-Signalweg bleibt davon unbeeinflusst.

Die inhibitorische Wirkung des CEACAMI1 Rezeptors auf die TLR2-Signalkaskade wurde
bisher noch nicht beschrieben. Allerdings gibt es Beispiele anderer ITIM- bzw.
ITAM-Domine tragender Rezeptoren, die inhibitorischen oder aktivierenden Einfluss auf die
TLR2-Signalkaskade nehmen. So wurde vor kurzem gezeigt, dass die Bindung von
Staphylococcus aureus an einen ITIM tragenden Ig-like Rezeptor in Mausfibroblasten zur
Hemmung der TLR2-vermittelten Zytokinfreisetzung in diesen Zellen fiihrt
(Nakayama et al. 2007). Der Mechanismus dieser Interaktion wurde von den Autoren
allerdings nicht geklart.

Komplementidre Ergebnisse erhielten Underhill et al.. Sie stellten fest, dass die Ligation des

Dektinl Rezeptors mit beta-1,3 Glykanen von Pilzen eine signifikante Steigerung der
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TLR2-vermittelten Zytokinproduktion zur Folge hat. Dieser Effekt war von der
Phosphorylierung einer intrazytoplasmatischen ITAM-dhnlichen Doméne des Dektinl
Rezeptors abhidngig (Underhill, D. M. 2007).

In den Versuchen zu dieser Arbeit wurde deutlich, dass die iiber die ITIM-Domine von
CEACAMI1 vermittelte inhibitorische Wirkung auf die TLR2-Signalkaskade im Weiteren von
SHP1 abhingig ist. Auch die Tyrosinphosphatase SHP1 wurde im Zusammenhang mit der
TLR2-Signalkaskade bereits beschrieben. So wurde gezeigt, dass SHP1 an der Regulation der
TLR2-vermittelten Produktion proinflammatorischer Zytokine beteiligt ist (An et al. 2008).
Die Proteinphosphatasen SHIP und SHP1 spielen in verschiedensten Signalingprozessen
unterschiedlichster Gewebe eine wichtige modulatorische Rolle. Dabei ist der
P13 Kinase/Akt-Signalweg von entscheidender Bedeutung. Von Wymann et al. wurde er als
Schliissel bei der Modulation inflammatorischer und allergischer Phidnomene beschrieben
(Wymann et al. 2003). Zum Beispiel fiihrt die Rekrutierung von SHIP an die Zellmembran
zur Dephosphorylierung und somit zur Deaktivierung verschiedener Mitglieder des
PI3K/Akt-Signalweges, wodurch dieser inhibiert wird (Kalesnikoff et al. 2003;
Baran et al. 2003). Strassheim et al. zeigten aulerdem, dass SHIP negativ regulatorisch auf
verschiedene =~ TLR2-induzierte =~ Funktionen  neutrophiler = Granulozyten  wirkt
(Strassheim et al. 2005).

Ahnlich wie fiir SHIP ist auch fiir die Proteinphosphatase SHP1 bekannt, dass sie negative
Feedback Mechanismen initiiert. So z.B. im PI3K/Akt-Signalweg des aktivierten
T Zell Rezeptors: Durch Ligation des T Zell Antigen Rezeptors wird die Src Tyrosinkinase
p56 Lck aktiviert. Diese phosphoryliert daraufhin verschiedene intrazelluldre Substrate wie
z.B. die PI3 Kinase und SHP1. Werden in den entsprechenden Zellen sowohl die PI3 Kinase
als auch SHP1 exprimiert, fiihrt die SHPI-vermittelte Dephosphorylierung der
p85-Untereinheit der PI3 Kinase zu deren Inaktivierung und somit zur Unterbrechung der
weiteren Signalkaskade (Cuevas et al. 1999; Cuevas et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass dieser von Cuevas et al. beschriebende Mechanismus auch auf
die CEACAMI-TLR2-Interaktion iibertragbar war, d.h., dass die UspAl-vermittelte
CEACAMI1-abhingige Rekrutierung von SHP1 an TLR2 ebenfalls zur Dephosphorylierung
der p85-Untereinheit und somit zur Unterbrechung der M. -catarrhalis-vermittelten

PI3K-Signalkaskade gefiihrt hat.
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5.1.6 CEACAM1 und TLR2

In dieser Arbeit ist es gelungen, eine bisher unbekannte Strategie von Pathogenen zu
identifizieren, die Immunantwort pulmonaler Epithelzellen zu reduzieren. Dies konnte es den
Bakterien erleichtern, im Respirationstrakt zu kolonisieren. Es wurde gezeigt, dass die
TLR2-vermittelte IL8-Freisetzung bei gleichzeitiger Aktivierung von CEACAMI signifikant
vermindert wird. CEACAMI1 bindende Erreger sind damit in der Lage, diesen Rezeptor als
inhibitorischen nicht TLR-PRR zu nutzen.

Bisher waren fiir CEACAMI1 keine inhibitorischen Funktionen beziiglich der
TLR2-induzierten Immunantwort bekannt. In anderen Signalwegen wurde CEACAM1 jedoch
mehrfach als negativer Modulator beschrieben (Boulten et al. 2002; Nagaishi et al. 2006).
Aufgrund des Vorhandenseins eines ITIM in der zytoplasmatischen Domine und der
Zugehorigkeit zur Immunglobulin-Superfamilie wurde CEACAMI1 schon zuvor zu der
Gruppe  koinhibitorischer =~ Rezeptoren innerhalb des Immunsystems eingeteilt
(Sinclair, N.R. 1999). Diese Rezeptoren initiieren negative Riickkopplungsmechanismen von
Signalen, die durch aktivierende Rezeptoren ausgelost werden.

Ein wesentlicher Schritt der Aktivierung vieler Signaltransduktionskaskaden besteht in der
Rekrutierung zytoplasmatischer Proteine an die Membran durch die Bindung an
phosphorylierte Rezeptoren. Dieser Mechanismus erhoht, besonders bei Kolokalisation der
entsprechenden Rezeptoren, die lokale Konzentration der Proteine und erleichtert so die
Ausbildung funktioneller Signalkomplexe. Dadurch werden z.B. auch die mit den
inhibitorischen Rezeptoren assoziierten Tyrosinphosphatasen SHP1 und SHP2 in rdumliche
Niahe zu ihren Substraten gebracht (Hunter, T. 2000). Ein Beispiel fiir einen in dieser Art
wirkenden Rezeptor ist der FcRIIB, der durch Antigen-Antikorperkomplexe mit dem
B Zell Rezeptor koaggregiert wird und dann inhibitorisch wirken kann
(Coggeshall, K.M. 1998). In den vorliegenden Versuchen konnte eine Kolokalisation von
TLR2 und CEACAMI in transfizierten HEK293 Zellen nachgewiesen werden, was eine
funktionelle Zusammenarbeit beider Rezeptoren in oben beschriebener Weise ermdoglicht.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der TLR2-abhiingige PI3 Kinase-Signalweg durch
M. catarrhalis aktiviert werden kann und dass eine gleichzeitige Aktivierung von
CEACAMI, wie in der Literatur beschrieben, iiber SHP1 zur Hemmung dieses Signalweges
fiihrt. Eine vollstindige Inhibition der TLR2-vermittelten NF-kB-Aktivierung bleibt jedoch
aus, da durch die Interaktion von CEACAMI und UspAl nur die PI3 Kinase-abhingige
Signalkaskade unterbrochen wird. Der MyD88-Weg der TLR2-Signalkaskade bleibt durch
das rekrutierte SHP1 unberiihrt.
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5.1.7 Weitere mogliche Liganden fiir CEACAMI1 und TLR2

Um zu untersuchen, ob auch andere CEACAMI1 bindende Bakterien in der Lage sind, die fiir
M. catarrhalis beschriebene Methode, dem Immunsystem zu entgehen zu nutzen, haben wir
unsere Versuche auf die Neisseria meningitidis-spezifischen Oberflachenproteine Opa B128
und Opa J129 ausgeweitet. Von diesen Proteinen ist bekannt, dass sie ebenso wie UspAl
spezifisch an die N-Domidne von CEACAMI1 binden (Virji et al., 1996). Da in unserem Labor
das Arbeiten mit Neisserien nicht moglich war, wurde fiir die notwendigen Versuche der
rekombinante E. coli-Stamm PC2984 genutzt, der die entsprechenden Proteine auf der
Zelloberflache exprimiert. Fiir diesen Stamm wurde bereits nachgewiesen, dass er ohne
Opa-Expression nicht jedoch mit den exprimierten Oberfldchenproteinen wie Neisseria
meningitidis spezifisch an CEACAMI bindet (de Jonge et al. 2003; de Jonge et al. 2003).

Die fiir M. catarrhalis beschriebenen Signaltransduktionsmechanismen konnten bei
Stimulation der Zellen mit dem entsprechenden FE. coli-Stamm sowohl fiir die
TLR2-Signalkaskade als auch fiir das Signaling von CEACAMI1 nachvollzogen werden. Die
Opa-exprimierenden E. coli nutzen den gleichen Mechanismus, um der angeborenen
Immunantwort zu entgehen. Dies ldsst darauf schlieen, dass moglicherweise auch andere
spezifisch an CEACAMI1 bindende und TLR2 aktivierende Pathogene dazu in der Lage sind,
sich dieses Mechanismus zu bedienen. In der Lunge kidme hierfiir z.B. Haemophilus
influenzae mit seinem spezifisch an CEACAMI bindenden Oberfldchenprotein PS5 in Frage.
Weitere mogliche Erreger in anderen Organsystemen sind verschiedene Typ 1 Fimbrien
tragende Stimme von Salmonella typhimurium und Escherichia coli. Ob sich diese Bakterien
tatsdchlich dhnlicher Immunevasionsmechanismen bedienen und ob die Vorraussetzungen
dafiir in den Geweben auflerhalb der Lunge gegeben ist, muss in weiteren Studien geklart

werden.
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5.2. Diskussion der eingesetzten Materialien und Methoden

5.2.1 Auswahl der Zellen

Bei den in dieser Arbeit eingesetzten Zelllinien HEK293 und A549 handelt es sich um
adenoviral-transformierte Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie, HEK293) bzw. um
humane Alveolarkarzinomzellen (A549) (Graham et al. 1977; Lieber et al. 1976). Die
humane Bronchialepithelzelllinie (Beas2B) wurde nicht weiter verwendet, da auf diesen
Zellen keine signifikante CEACAM-Expression nachweisbar war.

Unterschiedliche Reaktionen beziiglich der biologischen Aktivitit im Vergleich zu priméren
Zellen wurden bereits in anderen Zusammenhédngen beschrieben und sind in dieser Studie
nicht ginzlich auszuschlieBen (Wansley et al. 2005; Zhu et al. 1987). Um die Beobachtungen
zu den einzelnen Zelllinien zu verifizieren, wurden zentrale Versuche in priméren
Bronchialepithelzellen wiederholt. Die Schwierigkeit liegt jedoch in der Gewinnung, Anzucht
und Empfindlichkeit primérer Zellen, daher wurden die meisten in vitro-Studien zuerst mit
etablierten Zelllinien durchgefiihrt.

Ein weiteres Problem primédrer Zellen stellen die individuellen Unterschiede in der
Expression der Rezeptoren der Spender dar. Um die interindividuellen Schwankungen
moglichst gering zu halten, wurden stichprobenhaft die Expressionsmuster der Spenderzellen
in den unterschiedlichen Passagen mittels verschiedner Verfahren tiberpriift.

Die HEK293 Zellen sind eine etablierte Epithelzelllinie fiir Transfektionsstudien. Dariiber
hinaus konnten sie in dieser Studie dazu genutzt werden, die Rolle des Toll-like Rezeptors 2
in den untersuchten Signalwegen zu bestitigen, da sie selbst kein TLR2 exprimieren

(Kirschning et al. 1998).

5.2.2 Auswahl der Bakterien

Die Bedeutung von M. catarrhalis fiir die Pathogenese der COPD wurde lange Zeit
unterschitzt. Wihrend der Einfluss anderer Bakterien wie Haemophilus influenzae und
Streptococcus pneumoniae auf das bronchiale Epithel weitgehend erforscht ist, wurden die
Moraxellen lange als harmlose Kommensalen verkannt. Erste Hinweise auf eine Beteiligung
an der Pathogenese der COPD lieferten Studien, in denen deutlich wurde, dass sich bei vielen
Patienten mit COPD eine Kolonisation der unteren Atemwege mit M. catarrhalis nachweisen
lasst, deren Ausmall in direktem Zusammenhang mit einer deutlich verstidrkten Entziindung

des Respirationstrakts steht (Cabello et al. 1997; Hill et al. 2000; Stockley et al. 2000).
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Die Wechselwirkungen von M. catarrhalis mit den PRRs des respiratorischen Epithels
wurden erst in den letzten Jahren genauer untersucht (Slevogt et al. 2006). In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass Moraxellen unter anderem eine deutliche
TLR2-vermittelte Immunantwort auslosen. Die Frage, warum es trotz vorhandener
Immunabwehr zur Kolonisierung kommt, war bisher nicht geklért und ist deshalb Gegenstand
dieser Arbeit.

Da sich zwischen dem Wildtyp (O35E) und seiner UspAl-defizienten Mutante (O35E.1)
funktionell deutliche Unterschiede zeigten, lag der Verdacht nahe, dass die Moglichkeit zur
Kolonisierung der Bakterien UspA1-abhéngig ist.

2003 wurde ein neuer Mechanismus entdeckt, der es den Moraxellen ermdglicht iliber das
Oberflidchenprotein UspAl spezifisch an die N-Doméne von CEACAMI1 zu binden (Hill and
Virji 2003). Diese Bindungskapazitit konnte in unseren Adhésionsversuchen mit dem
Moraxella-Stamm O35E auf A549 und primédren Bronchialepithelzellen nachvollzogen
werden.

Fir CEACAMI1 wurden bereits in vergangenen Studien inhibitorische Effekte beschrieben.
Da der Moraxella-Wildtyp (O35E) sowohl TLR2 aktivieren als auch spezifisch an
CEACAMI1 binden kann und es von diesem Stamm auBerdem eine UspAl-defiziente
Mutante (O35E.1) gibt, war er als Erreger fiir die Untersuchung der Interaktion von TLR2
und CEACAMI in der Lunge ideal geeignet. Der einzige Nachteil ist seine hoch spezifische
Humanpathogenitit, was in vivo Studien anhand von Tiermodellen zur UspA1-CEACAMI1-

Interaktion deutlich erschwert.

5.2.3 Transfektionsversuche

Transfektionsversuche sind ein molekularbiologisches Verfahren, um die Bedeutung von zell-
eigenen Proteinen zu untersuchen. In dieser Arbeit konnten mit Hilfe verschiedener
Transfektionsverfahren bereits beschriebene Zusammenhénge bestétigt und neue dargestellt
werden. So wurde unter anderem bestétigt, dass HEK293 Zellen nur responsiv auf die
Stimulation mit Moraxellen in Bezug auf die NF-xB-Aktivierung bzw. die IL8-Sekretion
reagieren, wenn sie zuvor mit einem Toll-like Rezeptor 2-Expressionsplasmid transfiziert
wurden. Eine gleichzeitige Uberexpression von CEACAM I fiihrte in dieser Zelllinie zu einer
verringerten NF-xB-Aktivierung nach Stimulation. Mittels verschiedener CEACAMI-
Expressionsplasmidmutanten konnte die fiir diese Hemmung verantwortliche Domine des

intrazytoplasmatischen Anteils des Rezeptors identifiziert werden.
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Um diese Ergebnisse in einem weniger artifiziellen Zellsystem zu verifizieren, wurden small
interfering RNA-Versuche mit A549 Zellen durchgefiihrt. Die Nukleofektion, bei der die
siRNA zum Knock-down zelleigener Proteine durch Permeabilisierung der Kernmembran
mittels elektrischem Impuls in den Zellkern eingeschleust wird, gilt als derzeitiger
,,Goldstandard* der transfektionsgestiitzten Versuche.

Bei dieser Methode handelt es sich um eine transiente Transfektion mit sogenannter,
synthetisch hergestellter ,,small interfering RNA* (siRNA). Wird sie in eukaryote Zellen
transfiziert, bewirkt sie eine verringerte Expression von spezifischen Zielgenen durch die In-
teraktion mit dem ,,RNA-induced silencing complex* (RISC). Dieser entstandene Komplex
bindet komplementidr an die DNA oder mRNA des Zielgens und verhindert so die Expression
der entsprechenden Proteine. Dieser Prozess wird auch als ,,silencing* bezeichnet (Meister
and Tuschl 2004). Da die Wirksamkeit verschiedener siRNA-Sequenzen sehr unterschiedlich
ausfallen kann, ist es vor Versuchsbeginn unbedingt erforderlich, diese zu untersuchen, um
den Zeitpunkt des optimalen Knock-down der Zielproteine festzustellen. In dieser Arbeit
wurde hierfiir zeitabhiingig entweder die Verringerung der freien mRNA mittels RT-PCR
oder die Abnahme der Zielproteine selbst mit Hilfe des Western Blots bestimmt.

Insgesamt wurden in der Arbeit verschiedene siRNA-Sequenzen eingesetzt. Durch die
Transfektion von AS549 Zellen mit CEACAMI1 siRNA konnte die Bedeutung dieses
Rezeptors fiir die Hemmung der TLR2-vermittelten IL8-Sekretion bestitigt werden. Der
Einsatz von spezifischer siRNA gegen SHP1 und 2 zeigte, dass SHP1 als einziger Vertreter
aus der bisher bekannten CEACAMI-Signalkaskade eine Rolle fir die
CEACAMI1-TLR2-Interaktion spielt. Der Einfluss von SHP1 auf die TLR2-Signalkaskade,
insbesondere den PI3 Kinase-abhingigen Weg, wurde mittels weiterer siRNA-Versuche,
gekoppelt an unterschiedliche Folgeexperimente, genauer untersucht, und es konnte gezeigt
werden, dass es in SHP1 siRNA-transfizierten Zellen zur Aufhebung des fiir die
Signalweiterleitung notwendigen p85-TLR2-Komplexes und in Folge dessen zu einer
geringeren Phosphorylierung von Akt kommt. Mit Hilfe der Transfektion konnte also gezeigt
werden, dass es bei CEACAMI-abhingiger Rekrutierung von SHP1 an den Toll-like
Rezeptor 2 zur Hemmung der PI3K-abhiéngigen TLR2-Signalkaskade kommt.

Da primédre Bronchialepithelzellen sehr empfindlich auf das Nukleofektionsverfahren
reagieren, musste fiir diese Versuche auf eine Modellzelllinie ausgewichen werden.
A549 Zellen werden fiir Transfektionsversuche standardmifBig eingesetzt. Die
Transfektionsparameter fiir diese Zelllinie sind bestens untersucht und sie verfiigen tiber alle

fiir die Untersuchungen wichtigen Proteine und Signalmechanismen. Deshalb waren sie fiir
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die Fragestellung in dieser Arbeit das ideale Zellmodell. Trotzdem sind die Ergebnisse nicht
vollstindig auf primire Zellen zu iibertragen, und es bleibt nur zu vermuten, dass es sich bei

den dargestellten Zusammenhédngen um ein allgemeingiiltiges Prinzip handelt.

5.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmalig eine bisher unbekannte Strategie einzelner Erreger gezeigt
werden, den angeborenen Mechanismen des humanen Immunsytems teilweise zu entgehen.
Durch gleichzeitige Ligation von TLR2 und CEACAMI sind die Erreger in der Lage, die
TLR2-vermittelte Immunantwort pulmonaler Epithelzellen zu hemmen. Diese Beobachtung
bietet einen ersten Ansatz zu erkliren, warum es einigen Pathogenen gelingt, trotz
vorhandener Abwehrmechanismen der angeborenen Immunitit, in der Lunge zu kolonisieren
und dabei nur geringfiigige oder keine Entziindungs- oder Abwehrreaktionen hervorzurufen.
Die Ergebnisse der in vitro Studien lassen die Hypothese zu, dass dieses Phdnomen sowohl
vom Phénotyp der Erreger als auch von individuellen Unterschieden im CEACAMI-
Expressionsmuster der jeweiligen Patienten abhingen kann. So findet die Hemmung der
TLR2-vermittelten Immunantwort durch M. catarrhalis nur in Abhédngigkeit des spezifisch an
CEACAMI1 bindenden Oberflichenproteins UspAl statt. Erregerstimme, die dieses Protein
nicht exprimieren, diirften damit auch nicht in der Lage sein, die TLR2-vermittelte
Immunantwort auf dem beschriebenen Weg zu vermindern. Gleiches gilt fiir die Opa- bzw.
nicht Opa-exprimierenden Neisserien.

Dass die Hemmung der TLR2-Signalkaskade auch durch andere Erreger, die spezifische
Bindungspartner fiir CEACAMI darstellen und gleichzeitig TLR2 aktivieren, moglich ist, ist
nur zu vermuten und miisste in weiteren Studien ndher untersucht werden. Mogliche weitere
Liganden fiir TLR2 und CEACAMI1 wiren z. B. Haemophilus influenzae mit seinem
spezifisch an CEACAMI1 bindenden Oberfldchenprotein PS5 oder auch Escherichia coli und
Salmonella typhimurium mit ihren Typ 1 Fimbrien.

Wihrend Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis und Haemophilus influenzae vor
allem die Lunge besiedeln, sind Escherichia coli und Salmonella typhimurium hauptsichlich
im Darm anzutreffen. Es bleibt also zu untersuchen, ob @hnliche Kolonisierungsphinomene
nur auf die Lunge beschrinkt sind oder ob sie auch in anderen Organsystemen wie z. B. dem
Darm eine Bedeutung haben.

Fiir den Verlauf der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung spielt die Keimbesiedlung in

der Lunge eine entscheidende Rolle. Moraxella catarrhalis und Haemophilus influenzae
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tragen nachweislich zur Verschlechterung des Zustandes der erkrankten Patienten bei.
Auffillig ist, dass sich bei vielen Patienten mit COPD eine Kolonisation der unteren
Atemwege mit diesen Erregern nachweisen ldsst. Trotzdem werden Moraxellen auch bei
1-5 % der klinisch gesunden Erwachsenen gefunden. Ob sich diese Unterschiede zwischen
Kolonisation und Infektion durch eine unterschiedlich starke Expression von CEACAMI auf
den Lungenepithelien der verschiedenen Patienten erklédren ldsst und wovon die Ausbildung
bestimmter Expressionsmuster abhidngt, muss in weiteren klinischen Studien untersucht
werden. Denkbar ist eine Beeinflussung durch Noxen wie z.B. Zigarettenrauch. Auch eine
genetische Pradisposition ist nicht auszuschliefen. In der Vergangenheit hatten CEACAM
Rezeptoren besonders als Tumormarker eine klinische Bedeutung. Dass sie auch auf
gesunden Geweben zu finden sind, haben zahlreiche neuere Studien gezeigt. Trotzdem ist die
Expression in den verdnderten Zellen maligner Tumore auch in der Lunge im Vergleich zu
gesundem Gewebe stark erhoht. Ob auch eine chronische Inflammation der
Bronchialepithelzellen zu einer verstirkten CEACAMI1 Expression fiihrt, muss ebenfalls

weiter untersucht werden.
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6 Zusammenfassung / Summary

6.1 Zusammenfassung

Die bakterielle Ligation von CEACAMI1 reduziert die TLR2-vermittelte Immunabwehr
auf humanen Bronchialepithelzellen

Die COPD ist eine hédufige, gesundheitsokonomisch bedeutsame Erkrankung, deren
Fortschreiten bisher auch mit Hilfe modernster Medikamente nur unzureichend zu
beeinflussen ist. Der Verlauf ist insbesondere gekennzeichnet von bakteriell-induzierten
Infektexazerbationen. Bedeutsame Erreger sind dabei: M. catarrhalis, Haemophilus
influenzae und Streptococcus pneumoniae, deren zunehmende Antibiotikaresistenz die
Therapie zusitzlich erschwert. Besonders M. catarrhalis ist trotz der Aktivierung einer
TLR2-vermittelten Signalkaskade in der Lage, im normalerweise sterilen unteren
Respirationstrakt zu kolonisieren, ohne von der Immunabwehr eliminiert zu werden.
Kenntnisse iiber die Mechanismen, die zu dieser Kolonisierung fiihren, konnten wesentlich
zum Verstindnis der Pathogenese der COPD beitragen und neue Therapiestrategien im
Kampf gegen diese Erkrankung eroffnen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die M. catarrhalis-induzierte TLR2-vermittelte
Immunantwort pulmonaler Epithelzellen durch gleichzeitige Aktivierung von CEACAMI1
reduziert wird. Das Moraxella-spezifische Oberflichenmembranprotein UspAl bindet
spezifisch an die extrazelluldr gelegene N-Domine von CEACAMI. Dadurch wird der
Rezeptor innerhalb seiner intrazelluldr gelegenen ITIM-Doméne tyrosinphosphoryliert und es
kommt zu einer Rekrutierung von SHP1 an den Rezeptor. Beide Rezeptoren werden auf der
Oberfliche primédrer Bronchialepithelzellen exprimiert. Durch Kolokalisation von
CEACAMI1 und TLR2 wird SHP1 in rdumliche Nihe zu seinem Substrat gebracht und kann
so die p85-Untereinheit der PI3 Kinase dephosphorylieren, was zu einer Unterbrechung des
PI3K-abhidngigen Signalweges von TLR2 fiihrt. In Folge dessen kann die
Serin/Threoninkinase Akt nicht mehr phosphoryliert werden und eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB mit anschlieBender IL8-Sekretion durch diesen Signalweg
bleibt aus. Die MyD88-abhingige Signalkaskade von TLR2 bleibt davon unbeeinflusst, was
dazu fiihrt, dass es in den in vitro-Versuchen nur zu einer teilweisen Hemmung der
IL8-Sekretion kommt. Welche Mechanismen die Aktivierung des PI3 Kinase-abhédngigen und
des MyD88-abhingigen Signalweges zur Weiterleitung des TLR2-vermittelten Signals
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bedingen und wovon das CEACAM-Expressionsmuster humaner Bronchialepithelzellen in
vivo abhédngt, muss in weiteren Studien untersucht werden.

Die in dieser Arbeit beschriebenen inhibitorischen Effekte bleiben nicht nur auf
M. catarrhalis beschrinkt. Es konnte gezeigt werden, dass die Neisseria-spezifischen
Opa Proteine, die ebenso wie UspAl in der Lage sind an die N-Domidne von CEACAMI1 zu
binden, auf gleichem Weg die TLR2-vermittelte Immunantwort hemmen konnen. Es ist zu
vermuten, dass es sich bei den beschriebenen Beobachtungen um eine generelle Strategie
verschiedener durch TLR2 erkannter Pathogene handelt, mittels gleichzeitiger Ligation von
CEACAMI1 die humane Immunantwort zu umgehen. Welche Erreger diesen Mechanismus
neben M. catarrhalis und Neisseria meningitidis noch ausnutzen und ob das System auch auf
andere Organe iibertragbar ist, miissen weitere Untersuchungen zeigen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen helfen, die verminderte Immunabwehr des pulmonalen
Epithels wihrend der Kolonisation von CEACAMI1 bindenden Bakterien zu verstehen.
Trotzdem sind weitere Versuche notwendig, um die Feinabstimmung zwischen den
unterschiedlichen Rezeptoren genauer begreifen und die gewonnen Erkenntnisse schlie8lich

fiir neue Strategien im Kampf gegen die Entziindung nutzen zu kénnen.

6.2 Summary

Bacterial ligation of CEACAMI1 reduces Toll-like receptor2-triggered antibacterial
responses of pulmonary epithelial cells

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major cause of chronic morbidity and
mortality throughout the world. Modern drugs and therapies do not sufficiently influence
progression and the outcome of the disease. Pathogenes like Moraxella catarrhalis,
Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae are responsible for acute bacterial
COPD exacerbations and their rising P-lactam resistence causes additional problems in
treatment of COPD patients. Especially M. catarrhalis, which normally induces a
TLR2-dependent immunological response, is able to colonize the human respiratory tract
without causing overt clinical symptoms. An increasing knowledge of the mechanisms of
bacterial colonization would lead to a better understanding of pathogenesis of the chronic
obstructive pulmonary disease and perhaps could reveal new strategies for therapy of this
illness.

In this study it is shown that CEACAMI inhibits M. catarrhalis-induced TLR2-triggered

antibacterial response of pulmonary epithelial cells. The outer membrane protein UspAl of
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M. catarrhalis binds specifically to the extracellular N-domain of CEACAMI. This ligation
leads to tyrosinphosphorylation of the CEACAM1-ITIM-domain and to recruitment of SHP1.
Both receptors, CEACAMI1 and TLR2, are expressed on the outer membrane of primary
bronchial epithelial cells. Colocalization of them enables SHP1 to dephosphorylate the
p85-subunit of the PI3 kinase. Subsequently, formation of the signaling complex composed of
TLR2 and PI3K, induced in response to ligation of TLR2 by M. catarrhalis, is abrogated
leading to inhibition of the PI3K-Akt-NF-xB signaling pathway. Nevertheless, IL8 secretion
is not completely inhibited because the MyD88 dependent TLR2 signaling pathway remains
un-affected by the CEACAM1-UspAl interaction. Further studies are needed to elucidate the
mechanisms, which are regulating the two different TLR2 signaling pathways and
CEACAMI1 expression in vivo.

The inhibitory effect of CEACAMI regarding TLR2 signaling is not only restricted to
M. catarrhalis. Neisserial Opa proteins are also able to bind specifically to CEACAMI. They
use the same strategy to evade the TLR2-triggered human immune response. Possibly the
described observations represent a general mechanism and there are other CEACAM binding
pathogenes which are able to use CEACAMI as coinhibitory receptor for TLR2. Further
studies are needed to show, if there are other pathogenes except from M. catarrhalis and
Neisseria meninghitidis which use the same strategy and if this strategy also functions in
other organic systems such as the enteral mucosa.

The results of this study may add to the understanding of the development of a relative
immunological hyporesponsiveness of epithelial cells, found during mucosal colonization by
CEACAMI1 binding pathogenes. Nevertheless further studies are needed to complete the
understanding of the interaction of the different innate immune receptors and to be able to

provide the basis for new therapeutic strategies to combat inflammation.
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