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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Immunabwehr des Menschen

Um sich gegen eindringende Mikroorganismen verteidigen zu konnen,
besitzt der menschliche Koérper zwei unterschiedliche immunologische
Systeme. Man unterscheidet zwischen dem phylogenetisch konservierten,
schnell reagierenden angeborenen Immunsystem des Menschen und
einem langsamer reagierenden, spezifischeren, erworbenen
Immunsystem, bei dessen Aktivierung durch Gen-Rearrangement
Antikdrper gegen nahezu jedes erdenkliche Antigen entstehen (Janeway
und Medzhitov 2002; Staros 2005, Borghesi und Milcarek 2007). Wurden
angeborenes und erworbenes Immunsystem friher isoliert und
unabhangig voneinander gesehen, weild man heute, dass sie kompliziert
miteinander verwoben arbeiten und dass das erworbene Immunsystem
wichtige Informationen tber das Ob, Wann, Wie und Wo einer Reaktion
durch das angeborene Immunsystem vermittelt bekommt.

Eingedrungene Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Viren und
Protozoen werden zuerst vom angeborenen Immunsystem als ,fremd®
erkannt und l6sen eine relativ unspezifische Aktivierung von Neutrophilen,
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) und
naturlichen Killerzellen (natural Killer cells, NKs) — den Zellen des
angeborenen Immunsystems — aus (Mosdosi et al. 2002). Das
angeborene Immunsystem stellt somit die erste Verteidigungslinie dar, die
den Koérper gegen eingedrungenes ,Fremdes” schitzt. Als ,fremd* werden
verschiedene mikrobielle Produkte erkannt, die man als pathogen
associated molecular pattern (PAMPs) bezeichnet. Der Erkennungs-
prozess wird Uber die in der Keimlinie kodierten pattern recognition
receptors (PRRs) vermittelt (Pasare und Medzhitov 2003), die im
Gegensatz zu Rezeptoren des erworbenen Immunsystems kein Gen-
Rearrangement bendétigen (Janeway und Medzhitov, 2002). Tabelle 1
stellt die Komponenten des angeborenen und erworbenen Immunsystems

zum Vergleich gegeniber.
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Einleitung

Die am Besten untersuchte Familie der PRRs stellt die Familie der Toll-like
Rezeptoren (TLRs) dar, die in Saugern aus derzeit 13 identifizierten
Rezeptoren besteht, die jeweils unterschiedliche PAMPs erkennen. Diese
Rezeptor-Familie ist evolutionar von dem Wurm Caenorhabditis elegans
bis zu hoheren Vertebraten konserviert (Janeway und Medzhitov 2002;
Hoffmann 2003; Akira und Takeda 2004; Beutler 2004, Albiger et al.
2007). Obwohl TLRs wurspringlich im Zusammenhang embryonaler
Morphogenese entdeckt wurden (Anderson et al. 1985), zeigte sich bald,
dass diese Rezeptoren ein grof3es Spektrum an mikrobiellen Produkten
wie zum Beispiel Lipopeptide, Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykan
sowie bakterielle und virale DNA detektieren (Medzhitov et al. 1997). TLRs
gehdéren zu Typl Transmembran-Rezeptoren, die aus einer
extrazellularen Domane mit Leucin-reichen Wiederholungen (leucine-rich-
repeats, LRR) und einer zytoplasmatischen Signaldoméane bestehen. Die
zytoplasmatische Doméne ist homolog zu der des Interleukin-1-Rezeptors
(IL-1-R), weshalb diese Doméane Toll/IL-1-R (TIR) Domane genannt wird
(Bowie und O’Neill 2000). Aufgrund ihrer Primarsequenz werden die TLRs
in verschiedene Unterfamilien eingeteilt, dessen Mitglieder &hnliche oder
verwandte PAMPs erkennen: TLR1, TLR2 und TLR6 detektieren Lipide
wie zum Beispiel das Lipoprotein, und Peptidoglykan; die homologen
Rezeptoren TLR7, TLR8 und TLR9 erkennen Nukleinsauren wie
einzelstrangige (single stranded, ss) RNA, unmethylierte DNA und
Nukleinsdurehomologe wie Imidazoquinoline (Tonkinson und Stein 1994;
Hemmi et al. 2000) (siehe ,1.1.1 Immunmodulatorische Oligodeoxy-
nukleotide®). TLR3 bindet doppelstrdngige (double stranded, ds) RNA,
welche im Lebenszyklus von RNA-Viren gebildet wird. Nur TLR4 ist in der
Lage, verschiedene strukturell nicht verwandte Liganden wie LPS, das
Fusionsprotein des respiratory syncytial virus (RSV), Fibronectin und
Hitzeschock-Proteine zu erkennen. Wahrend die meisten TLRs an der
Zelloberflache lokalisiert vorliegen, sind die TLRs 3, 7, 8 und 9 in der
endosomalen Membran verankert. Dies fuhrt dazu, dass erst eine
Liganden-Internalisierung und ein Liganden-Transport zum Rezeptor

stattfinden mussen, bevor es zu einer Rezeptor-Liganden-Bindung
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Einleitung

kommen kann (Krieg et al. 1995). Der genaue Mechanismus dieses
Prozesses ist bislang unbekannt.

Bei einer Rezeptor-Liganden-Bindung wird in den meisten Fallen die
,MyD88-abhéngige Signalkaskade“ aktiviert, die mit der Bindung des
Adapterproteins myeloid differentiation factor 88 (MyD88) an die TIR-
Doméane des Rezeptors beginnt (Schnare et al. 2000; Janeway und
Medzhitov 2002). Dies lost die Aktivierung der IL-1-R associated kinase
(IRAK) aus (Suzuki et al. 2002), was wiederum zu einer Aktivierung des
tumour necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF-6) fuhrt.
Letzterer interagiert mit dem zytoplasmatischen Ende von CD40 (Ishida et
al. 1996), was eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kB
(NFkB) und somit letztlich die Expression pro-inflammatorischer Gene
bewirkt. Diese spielen eine wichtige Rolle in der Verteidigung gegen
eingedrungene Mikroorganismen (van den Broek et al. 1995; Pfeffer et al.
1998) und verbinden das angeborene mit dem erworbenen Immunsystem
(van den Broek et al. 1995; Pfeffer et al. 1998; Biron 2001) (siehe auch
»1.1.1 Immunmodulatorische Oligodeoxynukleotide*®).

Bei dem ,MyD88-unabhangigen Signalweg“, den zum Beispiel TLR3 und
TLR4 zusatzlich einschlagen konnen, werden TRIF (TIR domain-
containing adaptor inducing interferon-B) und IKKe (inhibitorische kB
Kinase ¢€) aktiviert, was dazu fuhrt, dass der Komplex aus IKKe und TBK1
(TANK-binding kinase 1) zerféllt. Dies wiederum fuhrt zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors interferon regulatory factor 3 (IRF-3), der Gene wie
Interferon-B (IFN-B) und immunoresponsive gene 1 (IRG-1) aktiviert, deren
Produkte einen zweiten Aktivierungsschritt auslosen: IFN-B wird tber den
IFN-aB-Rezeptor (IFN-aBR) erkannt, der den Transkriptionsfaktor STAT1
(signal transducer and activator of transcription 1) aktiviert, was eine
Expression von Interferon-induzierbaren Genen wie interferon inducible
protein 10 (IP-10) und glucocorticoid attenuated response gene 16
(GARGL16) bewirkt (Yamamoto et al. 2004). In Folge kommt es zur Reifung
dendritischer Zellen und einer verzogerten Aktivierung (im Vergleich zum
MyD88-abhangigen Signalweg) von NFkB und MAPK (Kaisho et al. 2001;
Kawai et al. 2001). Es zeigte sich, dass dieser Signalweg in MyD88-
defizienten Mausen beschritten wird (Kawai et al. 1999) und zusatzlich
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Einleitung

zum MyD88-abhangigen Signalweg bei TLR-Aktivierung durch zum
Beispiel LPS.

Tabelle 1: Komponenten des angeborenen und des erworbenen Immunsystems im
Vergleich (Maodifiziert nach Janeway und Medzhitov 2002).

Angeborenes Erworbenes

Immunsystem Immunsystem

- im Genom fixiert ] ]
- in Gensegmenten kodiert,

Rezeptoren - kein Rearrangement _
_ - Rearrangement nétig
naotig
- nicht-klonal - klonal
Einteilung - die Zellen einer Klasse - die Zellen einer Klasse
sind identisch sind verschieden
konservierte molekulare Details von molekularen
Erkennung Muster (PAMPs wie z. B. Strukturen, wie Proteine und
LPS, CpG-DNA, etc.) Peptide
~selbst“- und ) nicht perfekt (in individuellen
perfekt (Uber evolutionare )
~fremd"- somatischen Zellen

Differenzierung

Entwicklung herausselektiert)

herausselektiert)

sofortige Aktivierung der

verzdgerte Aktivierung der

Aktivierungszeit
Effektorzellen Effektorzellen
Co-stimulierende Molekiile - klonale Expansion
wie zum Beispiel - IL-2

Antwort . .
- Zytokine (IL-1B, IL-6) - Effektorzytokine (IL-4,
- Chemokine (IL-8) IFNy)

CpG, Cytidin-phosphat-Guanosin; IFN, Interferon; IL, Interleukin; LPS, Lipopolysaccharid;
PAMPs, pathogen-associated molecular pattern.

In der Haut fuhrt eine NFkB-AKktivierung zur Expression von Zytokinen und
»1.2.1
Hauteigene anti-mikrobielle Substanzen®), Adhasionsmolekilen, Matrix-

Chemokinen, von anti-mikrobiellen Peptiden (siehe auch

Metalloproteasen und anderen  Substanzen, die zu einer
inflammatorischen, anti-mikrobiellen Antwort beitragen (Madsen et al.
1991; Medzhitov und Janeway 1997; Schittek et al. 2001; Ganz 2003).

Die TLR-Liganden-Bindung fuhrt in jedem Falle zu einer Aktivierung von
Phagozyten, was wiederum eine direkte Vernichtung der Pathogene und
einen Ausstol3 von pro-inflammatorischen Zytokinen und anti-mikrobiellen
Peptiden (siehe auch ,1.2.1 Hauteigene anti-mikrobielle Substanzen®)

bewirkt (Takeda et al. 2003). Diese pro-inflammatorischen Zytokine und
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anti-mikrobiellen Peptide sorgen fur die Aktivierung von DCs (Yang et al.
1999), die das Bindeglied zwischen angeborenen und erworbenen

Immunsystem darstellen.

Die zellularen Komponenten des erworbenen Immunsystems stellen
hauptsachlich die im Blut zirkulierenden T- und B-Lymphozyten dar, die
sich dadurch auszeichnen, dass sie erstens flexibel auf nahezu alle
erdenklichen Antigene reagieren kdnnen und zweitens in verschiedenen
Gedachtnis-Zellen Antigene fir eine schnellere spezifische Immunantwort
bei Re-Infektion speichern (Sallusto et al. 2004). Die Flexibilitat, auf
beinahe alle erdenklichen Antigene reagieren zu kénnen, wird mittels
Rekombination von Antigen-Rezeptor-Genen, was zu flexibel neu
gestalteten Rezeptoren fuhrt, gewéhrleistet. Das erworbene Immunsystem
besitzt nicht wie das angeborene ein konstantes Repertoire an fixen
Rezeptoren. Antikérper, die von leichten und schweren Immunglobulin
(Ig)-Genen kodiert werden, sind die Antigen-Rezeptoren der B-Zellen. Sie
liegen sowohl an der Zelloberflache gebunden vor oder werden sekretiert
und werden aufgrund ihrer schweren Kette klassifiziert: IgM, IgG, IgE oder
IgA. Sie erkennen die Tertiarstruktur von Proteinen (zusammengefasst in
Clark und Kupper 2005). T-Zell-Rezeptoren dagegen sind an der
Zelloberflache gebundene Heterodimere und erkennen Peptide, die zuvor
proteolytisch gespalten wurden, oder die Primarstruktur von Proteinen
(Aminosauresequenzen). Zudem missen Antigene den T-Zell-Rezeptoren
prasentiert werden, da eine Erkennung nur stattfinden kann, wenn sie an
der Zelloberflache an major histocompatibility complex (MHC) der Klasse |
oder Il gebunden sind (Rescigno et al. 1998; Guermonprez et al. 2003).

DCs als Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem Ubertragen bei Aktivierung durch das angeborene
Immunsystem  (mittels  Sekretion  verschiedener  Zytokine und
Gewebefaktoren) (Chain 2003) Informationen an T-Zellen, ob, wie und wo
im Korper sie zu reagieren haben (Kapsenberg 2003). Zuerst erscheint
das Signal Antigen, gebunden an MHC auf der DC-Zelloberflache,
zusammen mit einem zweiten (Co-) Signal, das aktivierend oder

inhibierend wirkt. Diese Kombination entscheidet dariiber, ob das
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Immunsystem reagiert oder nicht. Ein drittes Signal, das von den DCs
ausgesendet wird, vermittelt den T-Zellen, wie sie zu reagieren haben: als
T-Helfer 1 (Thl), Th2 oder als regulierende T-Zellen (Treg) (Sakaguchi et
al. 2001). Zudem erhalten T-Zellen ein viertes Signal von DCs oder ihrer
Umgebung, das sie veranlasst, homing-Rezeptoren zu synthetisieren, die
sie zu den Geweben dirigieren, wo sie wirken sollen (Campbell und
Butcher 2002, Kupper und Fuhlbrigge 2004).

Das angeborene Immunsystem ist somit in der Lage, eine ganze Reihe an
Informationen an das erworbene Immunsystem zu Ubertragen, es zu
aktivieren, aber auch zu inaktivieren (Toleranz) und sehr spezifische

Informationen zu Wirkungsweise und Wirkungsort weiter zu geben.

1.1.1 Immunmodulatorische Oligodeoxynukleotide

Im Jahr 1944 fanden Oswald Theodor Avery und sein Forscherteam
heraus, dass Desoxyribonukleinsaure, deoxyribonucleic acid (DNA) als
Trager der genetischen Erbinformation dient (Avery 1944). Mittlerweile
sind jedoch weitere biologische Funktionen der DNA bekannt. So wurde
1893 erstmals entdeckt, dass ein Hitze-inaktiviertes Extrakt von
Streptokokken — heute als ,Coley’'s Toxin* bekannt — zu einer
immunologischen Reaktion in Krebspatienten fihrt (Coley 1893, 1894).
Erst hundert Jahre spater wurde erkannt, dass dieser Effekt auf die im
Extrakt enthaltene bakterielle DNA zuriickzufuhren ist, da eine Pra-
Inkubation des Extrakts mit DNase dazu fihrte, dass keine
immunologische Antwort mehr erzielt werden konnte (Tokunaga et al.
1984). Weitere Tests zeigten, dass der immunstimulierende Effekt
bakterieller DNA und synthetischer Oligodeoxynukleotide (ODN) durch
das angeborene Immunsystem vermittelt wird (Tokunaga et al. 1992;
Yamamoto et al. 1994; Krieg et al. 1995).

Bakterielle DNA kann aufgrund verschiedener charakteristischer Merkmale
als ,fremd” im Vergleich zur eigenen Sauger-DNA unterschieden werden.
So liegt bakterielle DNA am Cytidin-Rest unmethyliert vor, wohingegen
Sauger-DNA zu 60 — 90% an dieser Stelle methyliert ist (Bird 1985). Des
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Weiteren besitzt bakterielle DNA charakteristischer Weise eine zentrale
palindromische Sequenz, die ein oder mehrere unmethylierte Cytidin-
Phosphat-Guanosin (CpG) Motive aufweist. Sauger-DNA weist einen
wesentlich geringeren Anteil dieser CpG-Motive auf als man aufgrund
normaler stochastischer Verteilung annehmen wirde (Bird 1987,
Hergersberg 1991). Diese charakteristischen Merkmale der bakteriellen
DNA dienen dem Immunsystem zur Differenzierung gegenuber
korpereigener DNA.

Als Rezeptor fur CpG-DNA wurde, wie bereits erwahnt, TLR9 identifiziert
(Hemmi et al. 2000) und die fur humane Zellen effektivste Sequenz (in
Bezug auf die Immunstimulation) lautet: GTCGTT (Hartmann et al. 2000;
Bauer et al. 2001). TLR9 ist in der endosomalen Membran lokalisiert, was
eine Liganden-Internalisierung und einen Liganden-Transport zum
Rezeptor voraussetzt (Krieg et al. 1995). Dies tragt ebenfalls zur
Unterscheidung zwischen eigener und fremder DNA bei, da eigene DNA —
im Gegensatz zu mikrobieller DNA — normalerweise nicht im Endosom zu
finden ist (Barton et al. 2006). Das exakte Trafficking ist noch unklar, es
gibt jedoch Hinweise darauf, dass eine zellulare Aufnahme der CpG-DNA
Uber Endozytose stattfindet (Shi und Hoekstra 2004).

TLR9 wird hauptsachlich in humanen B-Zellen und in plasmazytotischen
dendritischen Zellen (plasmacytoid dendritic cells, pDCs) exprimiert
(Bernasconi et al. 2002, 2003; Liu 2005; Abel et al. 2005). Sie wurde
jedoch auch in humanen Keratinozyten nachgewiesen, was darauf
hindeutet, dass auch in der Haut die Prasenz des angeborenen
Immunsystems eine Rolle spielt (Mempel et al. 2003; Miller et al. 2005;
Lebre et al. 2007; Dorn et al. 2007).

Bindet CpG-DNA an TLR9, wird die bereits erwéhnte MyD88-abhéngige
Toll-Signalkaskade  aktiviert, was zur  Expression von  pro-
inflammatorischen Genen fuhrt. Hierzu gehdren tumour necrosis factor a
(TNFa), Interleukin 6 (IL-6), IL-1B, IL-12p40 (Yamamoto et al. 2004), IL-8
(Jozsef et al. 2006), IL-10 und Typ | Interferone wie IFNa, IFNB und IFNw
(Asselin-Paturel et al. 2005). Diese Zytokine Uben eine anti-virale Aktivitat
aus, sowie eine Reihe weiterer biologischer Effekte auf die Makrophagen-

Aktivitat, NK-Zell-Aktivitat, Thl-Differenzierung, cytotoxic T lymphocyte
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(CTL) Bildung und Aktivierung, sowie T-Zell-Uberleben und Vermehrung
(Gursel et al. 2001, Ahmad-Nejad et al. 2002). Sie spielen also eine
wichtige Rolle in der Verteidigung des Wirts gegen virale oder bakterielle
Infektionen (van den Broek et al. 1995; Pfeffer et al. 1998; Biron 2001).
Abbildung 1.1 verdeutlicht den Einfluss, den CpG-DNA auf das
angeborene — und mittels pDCs und B-Zellen auch auf das erworbene —

Immunsystem ausubt.

SO
\_/ il & £ %
Vo O
(%) l l Lo
®e ¢ %o O 0 — . N9
© © o
e oo © o 00 ot
1. angeborene Sekretion von Sekretion von Aktivierung von NK Zellen,
Immunantwort IL-6 und IL-10 IFNa/B und TNF a Monozyten & Neutrophilen

Differenzierung in Plasmazellen Migration in das Lymphoidalgewebe

I(-Q/LJ

Th1 T-Zell-Antwort

(@)

2. erworbene
Immunantwort

Antikorper-
Sekretion

Abbildung 1.1: Mechanismen der CpG-DNA-vermittelten angeborenen und
erworbenen  Immunantwort. CpG-DNA  aktiviert TLR9 in B-Zellen und
plasmazytotischen dendritischen Zellen (pDC) und lést damit die schnelle angeborene
Immunantwort aus. Diese bewirkt bei B-Zellen die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine, wie das Interleukin (IL) 6, wohingegen IL-10 als Immunregulator zur
Begrenzung der inflammatorischen Antwort dient. Im zweiten Schritt wird die Sensitivitat
gegeniber einer Antigenstimulierung erhoht, was eine Differenzierung der B-Zellen in
Antikorper-sekretierende Plasmazellen zur Folge hat. In pDCs wird als Folge einer TLR9-
Aktivierung die Sekretion von Tumor Nekrose Faktor (TNF) a und Typ | Interferonen (IFN)
induziert. Diese Mediatoren bewirken eine Aktivierung von natirlichen Killer- (NK) Zellen,
Monozyten, Neutrophilen und Thl T-Zellen. Des Weiteren migrieren stimulierte pDCs in
sekundare lymphoidale Gewebe und erhthen ihre Expression von co-stimulierenden
Faktoren, die wiederum deren Fahigkeit, naive und Gedéachtnis- (memory) B-Zellen zu
aktivieren, erhéhen. (Modifiziert nach Krieg 2006)

Es konnte nicht nur gezeigt werden, dass der immunstimulierende Effekt
synthetischer ODN von der Lange und Sequenz abhéngt, sondern auch
von den Bindungen des Rickgrats. Wahrend Phosphodiester (PDE) -
Bindungen im DNA-Ruckgrat relativ schnell durch zellulare Nukleasen

Annette Dorn Seite 8




Einleitung

abgebaut werden, schitzen Phosphorothioat (PTO) - Bindungen davor
und verlangern somit die Halbwertszeit der ODN. Bei PTO-Bindungen wird
in den Phosphatgruppen des DNA-Rickgrats jeweils ein Sauerstoffatom
durch ein Schwefelatom ersetzt.

Aufgrund ihrer Eigenschaft, hoher-geordnete Multimere bilden zu kdnnen,
teilt man CpG-ODN in drei Gruppen ein: CpG-A- (ehemals CpG-D), CpG-
B- (ehemals CpG-K) und CpG-C-ODN, deren Eigenschaften in Tabelle 2

gelistet sind.

Tabelle 2: Eigenschaften der verschiedenen CpG-ODN-Klassen (Modifiziert nach
Klinman 2004 und Krieg 2006).

ODN - : Immunmodulierende
Beispiel ODN / strukturelle Eigenschaften :

Klasse Eigenschaften

CpG-A CpG 2216 - starke Induktion von

(auch CpG-D)

5’-GGgggacgatcgicGGGGGG-3

- CpG-Motive (blau) mit PDE-Bindungen
(kleingeschrieben) und im Palindrom

- 3'-Poly-G-Ende

pDC zur Sekretion von
IFNa

- APC Reifung (durch
IFNa)

- moderate pDC Reifung

- schwache Induktion

von B-Zell-Proliferation

CpG-B
(auch CpG-K)

PF-3512676
5-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-3’
- PTO-Ruckgrat

- mehrere CpG-Motive (blau)

- starke Induktion von B-
Zell-Proliferation und
pDC Reifung

- schwache Induktion

von IFNa Sekretion

CpG-C

CpG 2395
5-TCGTCGTTTTCGGCGCGCGCCG-3

3-GCCGCGCGCGGCTTTTGCTGCT-5

- PTO-Rickgrat
- mehrere CpG-Motive (blau)
- 3'-Palindrom bildet Duplexe (griin)

Kombinierte Effekte aus

CpG-A und CpG-B:

- B-Zell-Stimulation zur
Produktion von IgM
und IL-6

- Aktivierung von pDCs
zur IFNa-Sekretion

APC, antigen-presenting cells; IFN, Interferon; IgM, Immunglobulin M (mature); IL,
Interleukin; ODN, Oligodeoxynukleotid; pDC, plasmacytoid dendritic cells; PDE,
Phosphodiester; PTO, Phosphorothioat.

ODN der CpG-A-Klasse sind in der Lage, durch mehrfaches

Aneinanderlagern ihrer PTO-geschitzten Poly-G-Enden Aggregate zu

bilden, die man G-Tetraden nennt (siehe auch ,4. Diskussion®). Im
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Zentrum dieser ODN liegt meist ein CpG-Motiv, welches von
komplementaren palindromischen Sequenzen flankiert ist (Ballas et al.
1996; Krug et al. 2001; Verthelyi et al. 2001). Man nimmt an, dass eine
mehrfache Faltung der ODN zur Bildung von Nanopartikeln fihrt
(Kerkmann et al. 2005). CpG-A-ODN induzieren vor allem pDCs zur
Sekretion von IFNa; sie bewirken weniger die Reifung der pDCs und sind
nur schwache Stimulatoren fur B-Zellen (Krug et al. 2001).

CpG-ODN der Klasse B zeichnen sich durch ein durchgehendes PTO-
Ruckgrat aus und bilden normalerweise keine hoheren Aggregate. Diese
ODN induzieren die Reifung von naiven und Gedachtnis- (memory) B-
Zellen in Plasmazellen und bewirken eine Sekretion von TNFa. Des
Weiteren induzieren sie Uberleben und Differenzierung von pDCs,
wohingegen sie nur sehr schwach die Sekretion von IFNa anregen. Die
von CpG-B-ODN aktivierte Signalkaskade ftihrt, wie bereits oben erwahnt,
zur Aktivierung von NK-Zellen und CTL, was letztlich in der Sekretion von
Zytokinen wie IFNy und IL-12 muindet, die ein Thl-Milieu hervorrufen
(Klinman et al. 1996; Ballas et al. 1996; Halpern et al. 1996). Dies macht
CpG-B-ODN zu effizienten Th1l-Milieu-Induktoren mit einem Anti-Tumor-
Effekt (Hartmann et al. 2000; Gursel et al. 2002).

CpG-C-ODN weisen ein PTO-Ruckgrat und 3’-palindromische Sequenzen
auf, welche zur Bildung von Duplexen filhren. ODN dieser Klasse
scheinen kombinierte immunologische Eigenschaften der Klassen A und B
Zu besitzen, da sie zu einer mittelmafiigen Induktion von IFNa in pDCs
und zu einer starken Aktivierung von B-Zellen fuhren (Hartmann et al.
2003; Marshall et al. 2003; Vollmer et al. 2004).

Die verschiedenen biologischen Effekte, die von den unterschiedlichen
CpG-ODN-Klassen hervorgerufen werden, hangen vermutlich eng mit der
Ausbildung von Sekundar- oder Tertiar-Strukturen zusammen, die einen
unterschiedlichen Transport und ein unterschiedliches Signalling in den
Zellen hervorrufen (Kerkmann et al. 2005). Die verschiedenen
Eigenschaften der CpG-ODN werden in unterschiedlichen immun-
therapeutischen Ansatzen genutzt (zusammengefasst in Dorn und
Kippenberger 2008). Bislang werden CpG-ODN in vier Therapie-

Bereichen experimentell erprobt, die in Abbildung 1.2 schematisch
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dargestellt sind. Zum einen dient die Stimulierung des angeborenen
Immunsystems dem Schutz gegen infektiose Pathogene (Krieg et al.
1998; Klinman et al. 1999-1; Elkins et al. 1999). Des Weiteren verstarken
CpG-ODN die humorale und zellvermittelte Immunantwort gegen Proteine
wie beispielsweise Antigenen in Impfstoffen (Davis et al. 1998; Klinman
1998; Klinman et al. 1999-2; Gursel et al. 2001; Cong et al. 2007; Linghua
et al. 2007). Dies fuhrt bei CpG-ODN-versetzten Impfstoffen zu einer
deutlich erhéhten Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen (APCs)
und somit zu einer signifikant gesteigerten Aktivierung des erworbenen

Immunsystems. CpG-ODN fungieren hier als so genannte Impf-Booster.

- B-Zell - Aktivierung K\
- APC - Aktivierung / 1

- Induktion von Zytokinen
Aoty » @t }'
Viren, Bakterien und angeborenes jo 4 (@_(
extrazellulare Parasiten Immunsystem ﬁ"“\r"f?‘i"*ﬁ ,‘
{QF
e

verandertes Zytokin-Milieu:
- TH1 hochreguliert (1 )
')

- TH2 runterreguliert —. "
)/ - CTL - Aktivierung
—~
\(‘JJ{'O) @ - NK-Zell - Aktivierung
S/ TH1 Zellen @ A

@ J_ NK Zellen
Eosinophile @@ <_ @

I

Abbildung 1.2: CpG-ODN in mdglichen immun-therapeutischen Ansétzen. Erstens
simulieren CpG-ODN eingedrungenes ,Fremdes” und induzieren somit das angeborene
Immunsystem als Schutz vor Infektionen durch mdogliche Pathogene. Zweitens
unterstitzen CpG-ODN die Antigen-prasentierenden Zellen (antigen presenting cells,
APC) und fihren zu einem Zytokin/Chemokin-Milieu, das eine Reaktion des angeborenen
Immunsystems auf co-applizierte Vaccine verstarkt. Drittens stimulieren CpG-ODN in
Kombination mit Allergenen eine Antigen-spezifische T-Helfer 1 (Thl) — Zell-Antwort
wahrend das Allergie- und Asthma-typische Th2-Zytokin-Milieu unterdriickt wird. Viertens
bewirken CpG-ODN eine Aktivierung von naturlichen Killer (NK) — Zellen und
zytotoxischen T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes, CTL), die auf Tumorgewebe
gerichtet sind. (Modifiziert nach Klinman 2004)

- APC - Aktivierung

e

Weiterhin stimulieren CpG-ODN in Kombination mit Allergenen eine
Antigen-spezifische Thl-Zellantwort, die das Entstehen einer Th2-Zell-

vermittelten allergischen Reaktion verhindert (Sur et al. 1999). Dies ist in
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der Therapie von allergischen und asthmatischen Erkrankungen
winschenswert. Des Weiteren aktivieren CpG-ODN NK-Zellen und CTLs
mit einem Anti-Tumor-Effekt, was neue Perspektiven in der Krebstherapie
eroffnet (Hartmann et al. 2000; Gursel et al. 2002; Inoue und Aramaki
2007).

Interessanterweise konnte aul3erdem gezeigt werden, dass auch ODN,
die kein klassisches CpG-Motiv beinhalten und urspriinglich als Kontroll-
ODN zu CpG-ODN mitgeftihrt wurden, einen Effekt auf das Immunsystem
ausuben. Diese Stimulierung ist nicht so stark ausgepragt wie die CpG-
ODN vermittelte, jedoch ebenfalls signifikant (Vollmer et al. 2002). In
humanen B-Zellen ist der stimulierende Effekt abhangig vom ODN-
Ruckgrat, der Anzahl der Thymidin-Nukleobasen und der Molekillange
(Hutcherson und Glover 1998; Vollmer et al. 2002, 2004). Weiterhin wurde
gezeigt, dass diese so genannten Non-CpG-ODN eine Th2-
Immunstimulation ohne Thl1-Milieu-Zytokinen und -Chemokinen anregen
(Sano et al. 2003; Vollmer et al. 2004). Uberraschenderweise scheint auch
bei der Erkennung von Non-CpG-ODN TLR9 - der Rezeptor
verantwortlich fur die CpG-Erkennung — eine Rolle zu spielen, wie an
TLR9-defizienten Mausen untersucht wurde (Vollmer et al. 2004). Neben
der Stimulierung des Immunsystems konnte fiir Non-CpG-ODN auch eine
anti-tumorale Wirkung gezeigt werden, da sechs Basen lange Nukleotide
der Sequenz 5-G3xG,-3’ (x steht fur eine beliebige Base) eine Induktion
von IL-12 hervorriefen (Filion et al. 2003). IL-12 ist in der Lage, die
Proliferation und Aktivierung von NK-Zellen und T-Zellen zu induzieren
und Tumor-Angiogene durch IFNy-abhangige Synthese des Chemokins
IP-10 zu inhibieren. (Kozar et al. 2003; Mazzolini et al. 2003; Portielje et
al. 2003). Zudem zeigte sich, dass diese Guanin-reichen Sequenzen
synthetischer ODN sowohl anti-proliferativ als auch Apoptose-induzierend
wirken, was ebenfalls in der Krebs-Therapie von Bedeutung ist (Filion et
al. 2004).

Im Gegensatz zu dem immunstimulierenden Effekt von CpG-ODN und den
meisten Non-CpG-ODN wurden jedoch auch einige Non-CpG-ODN
identifiziert, die einen immunsuppressiven Effekt auslben. Darunter

befinden sich Sequenzen, die folgende Hexanukleotide in Wiederholungen
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aufweisen: TTAGGG. Dieses Motiv kommt in Saugern vermehrt in der
Telomer-Region vor und wird bei Verletzungen der Zellen mit der
genomischen DNA ausgeschittet (de Lange und Jacks 1999; Blasco et al.
1999). Es konnte gezeigt werden, dass Sequenzen, die dieses Motiv
beinhalten, die Synthese von pro-inflammatorischen und Thl- Zytokinen
herunterregulieren (Yamada et al. 2002; Zeuner et al. 2002; Gursel et al.
2003). Der Mechanismus, wie diese ODN zellular wirken, ist noch unklar,
es scheint jedoch, dass sie direkt an die Transkriptionsfaktoren STAT1
und STAT4 binden und deren Phosphorylierung verhindern. Als
Konsequenz daraus werden Gene, die inflammatorische und auto-immune

Bedingungen schaffen, supprimiert (Shirota et al. 2004, 2005).

1.2. Aufbau und Funktion humaner Haut

Die Haut ist morphologisch aus drei Schichten aufgebaut: die auf3ere
Epidermis, die Dermis und die Subkutis. Epidermis und Dermis werden oft
unter dem Begriff Kutis zusammengefasst.

Die Epidermis ist das &ul3ere, geschichtete und verhornte Plattenepithel,
welches zu 90% aus Keratinozyten besteht, die sich am Ende ihres
Differenzierungsweges zu toten Hornzellen (Korneozyten) entwickeln und
den Koérper schlief3lich als Hornschuppen verlassen. Die Ubrigen 10% der
epidermalen Zellpopulation setzen sich aus Melanozyten, Langerhans-
Zellen, Merkel-Zellen und eingewanderten humoralen Zellen zusammen
(Fritsch 1998). Die Epidermis gliedert sich in verschiedene Schichten auf,
die unterschiedliche Funktionen haben: das Stratum basale, das Stratum
spinosum, das Stratum granulosum und das Stratum corneum (Abbildung
1.3). Die innerste Schicht der Epidermis wird durch das Stratum basale
(Matrixschicht) gebildet, die aus einer einlagigen Zellschicht aus
zylindrischen Zellen besteht, die direkt der Basallamina aufsitzen.
Innerhalb dieser Schicht befinden sich Zellen, die nicht der terminalen
Differenzierung der Ubrigen Keratinozyten unterliegen, sondern aus
Stammzellen, aus denen sowohl weitere Stammzellen als auch so

genannte Amplifikationszellen hervorgehen. Diese sind ihrerseits noch zu
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wenigen Mitosen befahigt, wobei die daraus entstehenden Zellen sich
terminal differenzieren und sich nicht mehr teilen.

Der Matrixschicht der Epidermis liegt das Stratum spinosum
(Stachelzellenschicht) auf, das aus etwa zwei bis funf Zelllagen besteht. In
dieser Schicht erfolgt die allmahliche horizontale Umorientierung der
Keratinozyten-Zellachse, die Zellen nehmen die Form eines Polyeders ein
und gewinnen an Volumen. In dieser Schicht findet die Profilaggrin-
Synthese statt, welches als Vorlauferprotein des hochmolekularen
Filaggrins mit Keratinfilamenten zusammen klumpige Aggregate bildet, die
Keratohyalingranula, die vor allem fir das Stratum granulosum
charakteristisch sind. Ebenfalls im Stratum spinosum wird das unlésliche
Protein Involukrin synthetisiert, das spater bei der Bildung der cornified
envelopes im Stratum corneum beteiligt ist (siehe unten) (Fritsch 1998).
Stratum basale und Stratum spinosum werden auch unter dem Begriff

Stratum germinativum zusammengefasst (Abbildung 1.3).

Stratum corneum

Keratohyalin- .
granula
Stratum granulosum
Opwno-.
Kérperchen
Langermans-Zelle-— ——— = FRTER U Soi et

Stratum

Desmosomen- — — germinativum

Stratum basale

Halbdesmosom - — =g
- )

G S ;
I \ n v -Mel t
Basallamina D elanozy!

Abbildung 1.3: Schematische Gliederung der Epidermis.
(Quelle: Benninghoff, Anatomie, Band 2, Urban & Schwarzenberg-Verlag, Seite 795)

Auf das Stratum spinosum folgt das Stratum granulosum (Kdrnerschicht),
welches etwa ein bis drei Zelllagen umfasst. Das in den

Keratohyalingranula enthaltene Profilaggrin wird in dieser Schicht zu dem
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hochreaktiven Filaggrin dephosphoryliert, welches ins Cytoplasma
gelangt. Dort bewirkt es eine irreversible Aggregation der Keratinfilamente,
was zur Verhornung der Keratinozyten fuhrt. Ein  weiterer
Differenzierungsschritt der Keratinozyten ist die Bildung der cornified
envelopes, wobei sich das im Stratum spinosum gebildete Involukrin mit
anderen Proteinen, wie Loricrin, Keratolinin und Pancornuline, an die
Innenseite der Zellmembran anlagert. Dort werden diese Proteine mit Hilfe
einer Ca**-abhangigen, membransténdigen Transglutaminase in hohem
Mafl3e quervernetzt, was nicht nur zu einer Versteifung der Zellen fihrt,
sondern auch zu chemischer Resistenz gegen beispielsweise alkalische
Substanzen, einige Detergenzien und reduzierende Substanzen.
Zusatzlich werden in dieser Schicht die Keratinozyten weiter abgeflacht,
die Zellkerne und die meisten anderen Zellorganellen abgebaut und die
Zellen dehydriert. Des Weiteren befinden sich in dieser Schicht die
Odland-Korperchen, bei denen es sich um Lamellarkérperchen handelt,
die bereits im oberen Bereich des Stratum spinosum gebildet werden, hier
im Stratum granulosum mit der Zellmembran verschmelzen und ihre
Inhaltsstoffe in den Interzellularraum exozytieren. Dabei handelt es sich
zum Beispiel um hydrolytische Enzyme, Glycosylceramide, Sterolester
und Phospholipide, die im sauren Milieu zum ,Barrierelipid® umgewandelt
und zu breiten, parallel gerichteten Lipidlamellen angeordnet werden. Sie
bilden somit die zementartige Kitsubstanz des Stratum corneum, das den
Interzellularraum relativ dicht verschliel3t (Fritsch 1998). Die Zellen werden
immobil und in einer streng geometrischen Anordnung fixiert. Die
Einwanderung der Keratinozyten in das Stratum corneum findet somit
nicht mehr einzeln, sondern im Zellverband statt (Benninghoff 1994).

Die &aufR3ere Schicht der Epidermis wird durch das Stratum corneum
(Hornschicht) gebildet, welches etwa 15-25 Zelllagen umfasst und die
Barrierefunktion der Haut tbernimmt. Bei Zerfall der Zementsubstanz des
Interzellularraums, zerbrockelt die Hornschicht in der aul3ersten Zelllage
(Stratum disjunctum) in Einzelzellen oder Hornzellaggregate, die dann als
Schuppen die Haut verlassen.

In der Epidermis befinden sich aul3erdem noch Melanozyten, die dem UV-

Schutz der Haut durch Melaninsynthese dienen, und Langerhans-Zellen
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(Fritsch 1998) (Abbildung 1.3). Die dendritischen Langerhans-Zellen
liegen im Stratum spinosum mit etwa 500 bis 1000/mm?2 relativ
gleichmafig verteilt vor und kénnen nach Antigen-Kontakt ruhende T-
Helfer-Lymphozyten der umliegenden GefalRe stimulieren, woraus die
Einleitung einer primaren Immunantwort folgt. Sie bilden somit einen
wichtigen Teil des erworbenen, spezifischen Immunsystems (siehe unten).
Die Epidermis ist mit der darunter liegenden Dermis (Lederhaut) Uber die
dermoepidermale Verbindungszone verankert. Die komplexe Grenzflache
der beiden Hautschichten wird Basalmembranzone oder dermoepidermale
Junktionszone genannt. Sie besteht aus der 25-50 nm dicken Lamina
lucida und der etwa gleich dicken Basallamina (Lamina densa). Die
Ausstilpungen der Epidermis in die Dermis werden Retezapfen genannt;
die Fortsatze der Dermis in die Epidermis dermale Papillen (Fritsch 1998).
Diese ,Verzahnung“ der Epidermis mit der Dermis dient einer
verbesserten mechanischen Verankerung und einer erhéhten Dehnbarkeit
der Haut.

Die Dermis (Korium) ist ein fibroelastisches Gewebe, das die
Reil3festigkeit und Elastizitdt der Haut ausmacht. Sie ist wiederum aus
zwei  Schichten aufgebaut, welche sich im Aufbau ihres
Kollagenfasergeflechts unterscheiden: der papillaren Dermis und der
darunter liegenden retikularen Dermis. Die papillare Dermis ist im
Vergleich zur retikularen Dermis aus lockerer vernetzten und dinneren
Kollagenfasern aufgebaut. Zuséatzlich ist das Vernetzungsmuster der
elastischen Fasern in beiden Schichten umgekehrt. Neben den Maschen
des Fasernetzes in der gelartigen extrazellularen Matrix, die hauptsachlich
aus Glukosaminoglykanen und Proteoglykanen besteht, befinden sich in
der Dermis tUberwiegend Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen. In
der Dermis liegen zudem die GefaRe und Nerven, welche die Haut
versorgen, sowie  Schweil3- und Talgdrisen und andere
Hautanhangsgebilde, die noch teilweise in der Subkutis verankert sind
(Benninghoff 1994).

Von der Dermis ziehen Bindegewebs-Septen in die darunter liegende
Subkutis (Unterhaut) und teilen diese dadurch in ,Lappchen” auf. Die

Subkutis besteht hauptsachlich aus Fettzellen, auch subkutanes
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Fettgewebe, deren Hauptaufgaben in der Warmeisolation, dem Schutz vor
mechanischen Einwirkungen und der Energiespeicherung liegen.

Die Haut fungiert als erste Barriere, die ein aus der Umwelt eindringender
Mikroorganismus Uberwinden muss. Neben der physikalischen Abwehr
von Infektionen mittels der nahezu undurchdringlichen Hornschicht und
einem keimfeindlichen, sauren Milieu, gibt die Haut auch
immunologischen Schutz. Einerseits einen angeborenen mittels Synthese
und Sekretion hauteigener anti-mikrobiell wirksamer Peptide durch
Keratinozyten und Sebozyten (siehe dazu ,1.2.1 Hauteigene anti-
mikrobielle Substanzen®), andererseits einen erworbenen
immunologischen Schutz Uber Langerhans-Zellen, welche einen
peripheren Teil des Immunsystems ausmachen und der Antigen-
Verarbeitung und -Préasentation dienen (Benninghoff 1994). Wird diese
erste Barriere trotzdem Uberwunden und Mikroorganismen dringen in
tiefere Hautschichten ein, flhrt dies zu einer akuten pro-inflammatorischen
Reaktion (Gallin et al. 1988) (siehe auch ,1.2.2 Wichtige Inflammations-

Mediatoren der Haut").

1.2.1 Hauteigene anti-mikrobielle Substanzen

Die menschliche Haut stellt wie bereits erwdhnt nicht nur eine passive,
physikalische Barriere gegen Pathogene dar, sie ist aulerdem in der
Lage, eindringende Mikroorganismen aktiv zu bekampfen (siehe auch
»1.2.2 Wichtige Inflammations-Mediatoren der Haut®).

Dies geschieht unter anderem Uber die Sekretion verschiedener anti-
mikrobieller Substanzen wie Immunglobuline, Antikdrper, Enzyme wie
beispielsweise das Lysozym, und anti-mikrobielle Peptide (AMP) (Wershil
und Walker 1992). Erstmals wurden korpereigene AMP in den 1970er
Jahren bei Pflanzen entdeckt, als man feststellte, dass diese in der Lage
sind, Peptide zu synthetisieren, welche die Zytoplasmamembran von
Mikroorganismen zerstéren und somit die Pflanzen vor Infektionen
schitzen (Fernandez de Caleya 1972). Weiterfuhrend konnten AMP auch

in  Tunikaten (Manteltieren), Insekten, Fischen, Amphibien und
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Saugetieren nachgewiesen werden (Diamond und Bevins 1998). Heute
sind mittlerweile mehr als hundert verschiedene AMP in Menschen und
Tieren bekannt und werden als wichtige Komponente des angeborenen
Immunsystems angerechnet, da sie genkodiert vorliegen, schnell
exprimiert und schnell zur Verfigung gestellt werden konnen; ihre
Expression musste nicht erlernt oder anderweitig angeeignet werden
(Hancock et al. 1995; Lehrer und Ganz 1996; Boman 1995, 1998). Die
regulierte Aktivierung dieser Gene wurde erstmals 1992 beschrieben, als
Sun und Faye entdeckten, dass AMP in Cecropia (Ameisenbaum) Uber
den Transkriptionsfaktor Cif (colostrum inhibitory factor) reguliert werden
(Sun und Faye 1992), der verwandt zu dem - erst sechs Jahre zuvor
entdeckten - Sauger-Transkriptionsfaktor NFkB ist (Sen und Baltimore
1986). Spatere Studien bestatigten dies, indem sie zeigen konnten, dass
allen Genen, die fur induzierbare anti-biotische Peptide kodieren — aul3er
a-Defensinen (siehe unten) — die Promotor-Sequenz fir den humanen
NFKkB 5-GGGRNNYYCC-3' (wobei R fur eine Purinbase, N fir jede
beliebige Nukleobase und Y fur eine Pyrimidinbase steht), oder die
verwandte Sequenz 5-GGG A/G AYYYYYY-3' in Insekten vorgeschaltet
ist (Baldwin 1996).

Ferner gelang der Nachweis, dass verschiedene Epithelien in der Lage
sind, auf Kontakt mit Mikroorganismen die Menge der AMP zu regulieren;
ein Kontakt von Vertebraten-Haut, Tracheen oder Zungenepithel mit
Mirkoorganismen fuhrt zu einer erhohten Ansammlung von anti-mikrobiell
wirksamen Peptiden (Zasloff 1987; Schonwetter et al. 1995). AuRerdem
fand man bei Patienten mit Psoriasis eine geringere Infektionsrate der
betroffenen Hautpartien als erwartet, was zu der Annahme fluhrte, dass
auch lasionale psoriatische Haut in der Lage ist, anti-mikrobielle
Substanzen zum Schutz vor Infektionen zu synthetisieren (Henseler und
Christophers 1995).

In der Haut sind inzwischen mehrere AMP bekannt, die zu den
Effektormolekilen des angeborenen Immunsystems der Haut gezahit
werden. Sie werden von gesunden Keratinozyten der Epidermis (Klenha
und Krs 1967; Wiedow et al. 1998; Harder und Schroder 2002) oder
Schweil3drisen (Schittek et al. 2001) konstitutiv synthetisiert. Hierzu zahlt
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das Lysozym (Klenha und Krs 1967), der sekretorische Leukoprotease-
Inhibitor oder Antileukoprotein (Wiedow et al. 1998), die RNase7 — eine
anti-mikrobielle Ribonuklease, deren Expression zusatzlich induziert
werden kann, das Dermicidin (Schittek et al. 2001) und das Psoriasin
(S100A7), welches ebenfalls auch induziert werden kann (Glaser et al.
2005). Es schutzt, neben einigen Defensinen, die Haut (und auch andere
Korperepithelien) vor Infektionen mit Escherichia coli (Madsen et al. 1991,
Glaser et al. 2005).

Dieses 11 Kilodalton (kDa) kleine Metall-lonen bindende S100 Protein
Psoriasin (S100A7) wurde erstmals bei einem Vergleich der Verteilung
anti-mikrobieller Peptide in gesunder gegenuber psoriatischer Haut
entdeckt (Celis et al. 1990), wobei auffiel, dass dieses Protein in
psoriatischer Haut deutlich hochreguliert vorliegt, was ihm den Namen
.Psoriasin® gab. Erst spater zeigte sich, dass dieses Protein auch bei
Nicht-Psoriatikern auf der gesamten Hautoberflache des Korpers zu finden
ist, vor allem in Bereichen, die einer erhdhten Bakterien-Kolonialisierung
ausgesetzt sind (Noble 1992) wie beispielsweise die perianale Region.
Psoriasin schiitzt diese somit gegen E. coli — Infektionen (Glaser et al.
2005). Exprimiert wird Psoriasin hauptsachlich in Keratinozyten, jedoch
auch in Sebozyten, was zu der Annahme fihrt, dass Psoriasin mit den von
Sebozyten sekretierten Lipiden ausgeschuttet wird (Glaser et al. 2005).
Zusatzlich zu den konstitutiv exprimierten AMP befinden sich in der Haut
eine Reihe von anti-mikrobiellen Substanzen, die von vorneherein einer
Regulation oder Induktion bedtrfen, um exprimiert zu werden. Hierzu zahlt
das humane B-Defensin-2 (HbD2) (Harder et al. 1997), das humane B-
Defensin-3 (HbD3) (Harder et al. 2001) und Cathelicidin LL-37 (Frohm et
al. 1997). Eine lokale Induktion dieser Peptide wird zum Beispiel durch
eine Infektion oder Inflammation ausgelost (Glaser et al. 2005). Studien
zeigen, dass beispielsweise eine fehlende Expression von HbD3 und
Cathelicidin LL-37 in Hautlasionen von Patienten mit Atopischer Dermatitis
zu einem erhdhten Vorkommen von Hautinfektionen durch Gram-positive
Bakterien fuhrt (Ong et al. 2002).

Annette Dorn Seite 19



Einleitung

Eine Hauptgruppe der anti-mikrobiellen Peptide, die in Sauger-Epithelien
gefunden wurde, ist die Gruppe der bereits angesprochenen Defensine.
Hierbei handelt es sich um Kkleine (28 — 42 Aminosauren lange)
kationische, Cystein-reiche Peptide mit einem breitgefacherten anti-
mikrobiellen Effekt gegen sowohl Gram-positive als auch Gram-negative
Bakterien, Pilze und Viren (Ganz et al. 1990; Ganz und Weiss 1997; Ganz
2003; Lehrer 2004; Yang et al. 2004). Kationische Peptide besitzen
aulBerdem die Eigenschaft, dass sie eine hohe Affinitat zu ihren Target-
Bakterien besitzen und diese fest binden kdnnen (Harder et al. 1997).
Defensine sind hoch konservierte Molekiile, deren Struktur, Regulation
und Funktion von Drosophila bis zu hoheren S&ugetieren verwandt ist
(Bevins et al. 1996; Boman 1998; Lehrer und Ganz 1999). Zudem losen
Defensine eine erhohte zellulare Immunantwort bei Infektionen aus, indem
sie einen chemotaktischen Reiz auf Phagozyten und DCs, sowie Memory-
T-Zellen auslosen (Territo et al. 1989, Yang et al. 1999). AufRRerdem
induzieren sie eine erhdhte Expression von Adhéasionsmolekilen, was zu
einem erhohten Einwandern von umgebenden Zellen fuhrt (Clark und
Kupper 2005).

Die Defensin-Familie wird in drei Untergruppen eingeteilt: a-, B- und 6-
Defensine, die sich in Vorhandensein und Verteilung der Disulfidbriicken
zwischen den sechs konservierten Cysteinresten unterscheiden (Tang et
al. 1999; Diamond und Bevins 1998).

a-Defensine (HDs) werden aus Vorlaufer-Peptiden, so genannten
Prepropeptiden zusammengesetzt, welche erst spater zu funktionellen
Peptiden geschnitten werden. Sie enthalten eine aminoterminale
Signalsequenz und ein carboxyterminales reifes Protein, das aus 30
Aminosauren besteht (Daher et al. 1986; Valore und Ganz 1992; Ganz
2003). Einige der humanen a-Defensine (1 bis 4) werden auch ,human
neutrophil peptides* (HNP) genannt, da sie hauptsachlich in Neutrophilen
synthetisiert werden (siehe auch Tabelle 3) (Ganz et al. 1985; Lehrer et al.
1989), jedoch auch in verschiedenen epithelialen Geweben (Jones und
Bewins 1992; Ouellette und Selsted 1996; Quayle et al. 1998).
B-Defensine bestehen aus 38 — 42 Aminosaureresten (Selsted et al. 1993)

und obwohl mittlerweile 28 verschiedene B-Defensine auf genetischer
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Ebene identifiziert wurden (Schutte et al. 2002), sind bislang erst sechs
humane bekannt, die in Epithelzellen exprimiert werden (HbD-1 bis -6)
(Ganz 2003; Yang et al. 2004). Auch sie werden wie die a-Defensine aus
inaktiven Vorlaufer-Peptiden (Prepropeptiden) zusammengesetzt und erst
spater mittels noch unbekannter proteolytischer Faktoren zu bioaktiven
Peptiden prozessiert (Liu et al. 1997; Harder et al. 1997; Bals et al. 1998;
Mathews et al. 1999).

Wahrend HbD-1 konstitutiv exprimiert wird, unterliegt die Expression von
HbD2 und -3 einer Induktion durch Viren, Bakterien und anderen
mikrobiellen Produkten (wie zum Beispiel Endotoxine) und pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNF und IL-1B (Yang et al. 2001; Ganz
2003; Duits et al. 2003; Proud et al. 2004; Sorensen et al. 2005). Die
Regulation von HbD2 wahrend solch einer Infektion oder Inflammation ist
NFkB-abhangig; es wurde zudem herausgefunden, dass neben vier
Konsensus-Sequenzen fur NFKB auch solche fir das activator protein 1
(AP-1) und nuclear factor interleukin-6 (NF-IL-6) in der Promoterregion des
HbD2-Gens vorhanden sind (Liu et al. 1997, 1998). HbD1 und HbD2
scheinen hauptsachlich effektiv gegen Gram-negative Bakterien und
einige Pilze zu wirken, weniger gegen Gram-positive Bakterien (Harder et
al. 1997; Goldman et al. 1997; Bals et al. 1998; Schulz et al. 2005). HbD3
dagegen ist ein hoch wirksames AMP gegen Hefe sowie Gram-postive
und Gram-negative Bakterien (Garcia et al. 2001; Harder et al. 2001).
Neben der anti-mikrobiellen Wirkung konnte noch eine weitere wichtige
Aktivitat der B-Defensine im komplexen Zusammenspiel von angeborenem
und erworbenem Immunsystem gezeigt werden: einen chemotaktischen
Effekt. 1999 gelang Yang et al. der Nachweis, dass humane DCs und
Memory-T-Zellen einem Konzentrationsgradienten von HbD1 und HbD2
folgen (Yang et al. 1999). Spater konnte diese chemotaktische Aktivitat
von HbD2, -3 und -4 auch an anderen humanen Blutzellen nachgewiesen
werden (Garcia et al. 2001; Niyonsaba et al. 2002, 2004). Das ,Anlocken”
von DCs und Memory-T-Zellen durch HbD2 und HbD3 wird durch den G-
Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) CCR6 (C-Chemokin-Rezeptor 6)
vermittelt (Yang et al. 1999; Zlotnik und Yoshie 2000; Niyonsaba 2004).

Eine direkte Kompetition zwischen HbD2 und dem Chemokin macrophage
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inflammatory protein 3a (MIP-3a), welches als Ligand fiur CCR6
identifiziert ist, konnte spéater demonstriert werden (Pernet et al. 2003).
Tabelle 3 gibt einen Uberblick Giber Herkunft und Synthese einiger a- und
B-Defensine.

Die letzte Gruppe der Defensine, die zyklischen 6-Defensine werden aus
zwei a-Defensin-&hnlichen Vorganger-Peptiden mit einer Lange von
jeweils neun Aminoséuren post-translational zusammengesetzt (Tang et
al. 1999; Leonova et al. 2001; Tran et al. 2002). lhre Pradsenz und genaue
Aufgabe scheint jedoch noch unklar (Wang W et al. 2003; O’Neil 2003),
denn obwohl bislang sechs Gene im humanen Genom gefunden wurden,
welche fiur 8-Defensine kodieren, verhindern friihe Stopcodons innerhalb
der Gene eine korrekte Translation und somit eine Peptidsynthese (Tang
et al. 1999; Nguyen et al. 2003; Cole et al. 2004; Selsted 2004).

Tabelle 3: Herkunft und Synthese einiger a- und B-Defensine (Modifiziert nach Klotman
und Chang 2006).

Defensin Synthetisierende Zellen Regulation

Neutrophile, Monozyten, Makro-
HNP-1, -2, -3 phagen, NK-Zellen, B-Zellen und konstitutiv

einige T-Zellen

HNP-4 Neutrophile konstitutiv

) konstitutiv und induziert
Zellen des Darms und des Urogenital- ) o
HD-5, -6 (bei zum Beispiel sexuell
Traktes )
Ubertragenen Infektionen)

Epitheliale Zellen, Monozyten,
HbD-1 Makrophagen, dendritische Zellen und | konstitutiv und induziert

Keratinozyten

o induziert in Folge von
Epitheliale Zellen, Monozyten,

N Kontakt mit Zytokinen,
HbD-2, -3 Makrophagen, dendritische Zellen und

Viren, Bakterien oder

Keratinozyten
anderen PAMPs

konstitutiv und induziert in
HbD-4 Epitheliale Zellen Folge von PMA- oder

Bakterien-Kontakt

HbD, human-B-defensin; HD, human-a-defensin; HNP, human neutrophil peptide; NK,
natural killer; PAMP, pathogen-associated molecular pattern; PMA, Phorbol 12-Myristat
13-Acetat.
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Die korrekte Zusammensetzung der Peptide und die Verteilung der
Disulfidbricken-Bindungen ist wichtig fir die chemotaktische und anti-
bakterielle Wirkung der Defensine (Wu et al. 2003).

1.2.2 Wichtige Inflammations-Mediatoren der Haut

Wie bereits beschrieben stellt die Epidermis die erste Barriere dar, die den
Kdrper vor der Invasion von Pathogenen schiitzt; dabei ist sie in der Lage,
sich selbst zu heilen. Einige Umweltbedingungen, die auf die Haut
einwirken, wie zum Beispiel physikalischer Stress, UV-Strahlung oder
bakterielle Produkte, entfalten ihre Wirkung direkt auf Keratinozyten und
die darunter liegenden Fibroblasten. Andere dagegen, wie beispielsweise
eine Antigen-Prasentation, wirkt sekundar durch andere Zellen vermittelt
(zum Beispiel Zellen des erworbenen Immunsystems) auf Keratinozyten.
Dabei kann sich die Relation zwischen den basalen proliferierenden
Keratinozyten und den sich (hauptsachlich) differenzierenden
Keratinozyten hoherer Schichten verschieben. Diese Homoostase ist
durch ein ausbalanciertes Zusammenspiel von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise der Keratinocyte Growth Factor
(KGF) und Aktivin, gewahrleistet (Fuchs und Raghavan 2002), was in der
Wundheilung eine wichtige Rolle spielt (Beer et al. 2000). Abbildung 1.4
stellt einige der komplexen Signalwege, die bei einer Haut-Inflammation
ablaufen, schematisch dar.

Bei einer Inflammationsreaktion der Haut werden Keratinozyten aktiviert,
verschiedene Signalmolekile zu sekretieren. Dazu gehdren unter
anderem TNFa, IL-1a, IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, Transforming Growth
Factor a (TGFa), TGFB, IFNy und Monocyte chemoattractant Protein-1
(MCP-1) (Harada et al. 1994; Rennekampff et al. 2000; Gillitzer und
Goebeler 2001; Rich und Kupper 2001). Diese Faktoren fuhren unter
anderem zu einer parakrinen Signalibermittlung vor allem auf Leukozyten,
Endothelzellen und Fibroblasten. Es konnte gezeigt werden, dass bei
einer akuten Inflammation polymorphonukleare Zellen (PMNs, auch

Neutrophile), gefolgt von Monozyten / Makrophagen, durch IL-8
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chemotaktisch angelockt werden und bereits kurze Zeit nach Auftreten der
Inflammation 50% der Zellen des entzindeten Bereichs ausmachen
(Engelhardt et al. 1998; Rennekampff et al. 2000). Makrophagen ihrerseits
schitten wiederum Zytokine und Wachstumsfaktoren aus und spielen
damit ebenfalls eine wichtige Rolle im Inflammations-Ablauf (Sunderkotter
et al. 1994; Riches 1996).
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Abbildung 1.4: Signalwege und wichtige Inflammations-Mediatoren bei
Hautreizungen. Basale Keratinozyten proliferieren, wahrend obere Schichten
differenzieren, um die aulRere Barriere, die Hornschicht, auszubilden. Externe Signale wie
Antigene, bakterielle Produkte, UV-Strahlung oder physikalische Traumata bewirken eine
Verschiebung der Relation zwischen Proliferation und Differenzierung. Zudem fuhren sie
zu einer Sekretion von primaren Zytokinen und Chemokinen, sowie anti-mikrobieller
Peptide durch Keratinozyten. Dies bewirkt eine erhdhte Sekretion weiterer primarer
Mediatoren sowie sekundarer Zytokine und Chemokine durch Keratinozyten,
Fibroblasten und Leukozyten. Physikalische Traumata fluhren zur Expression von
Keratinocyte Growth Factor (KGF) und Aktivin, welche eine Gewebe-Reparatur
induzieren. Fremde Antigene werden von Langerhans-Zellen (LZ) aufgenommen und
préasentiert, wodurch sich die LZ zu Antigen prasentierenden Zellen (APCs) wandeln. Sie
migrieren in die Lymphbahnen und interagieren mit T-Zellen. Aktivierte T-Zellen, die
durch sekundéare Zytokine zusétzlich induziert werden, proliferieren und schitten
Zytokine aus, die eine zellulare (Th1l, mit IFN-y) oder humorale (Th2, mit IL-4)
Immunantwort auslosen. Die Signale, welche die Expression und Sekretion von IL-20
kontrollieren, sind bislang weitestgehend unbekannt. (Modifiziert nach Rich und Kupper
2001; Clark und Kupper 2005).

Des Weiteren dienen die verschiedenen Signalmolekile auch der
autokrinen Aktivierung der Keratinozyten selbst. TNFa und IL-1a werden
auch primare Zytokine genannt, da sie in der Lage sind, Uber einen

autokrinen Signalweg, in Keratinozyten NFkB und c-Jun N-terminale
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Kinase (JNK) zu aktivieren (Ghosh und Karin 2002; Varfolomeev und
Ashkenazi 2004), welche eine wichtige Rolle in der dermalen Inflammation
und bei der Entstehung von Hautkrebs spielen (Makris et al. 2000;
Schmidt-Supprian et al. 2000; Pasparakis et al. 2002; Lind et al. 2004; van
Hogerlinden et al. 2004; Zhang et al. 2005). Zudem werden durch die
Aktivierung von NFkB erneut pro-inflammatorische Zytokine, Chemokine,
Adhasionsmolekiile und anti-mikrobiell wirksame Peptide induziert
(Baldwin 1996). Ein weiterer wichtiger Inflammations-Mediator der Haut,
der durch sekretierte pro-inflammatorische Zytokine aktiviert wird, ist die
Transforming growth factor B activated kinase 1 (TAK1), die zu den
mitogen activated protein kinase kinase kinases (MAPKKK) gehoért. Zu
den TAK1-aktivierenden Zytokinen gehéren zum Beispiel IL-1 und TNFa,
sowie einige TLR-Liganden (Ninomiya-Tsuji et al. 1999; Akira und Takeda
2004).

Es zeigte sich, dass TAK1 im Signalweg vor der inhibitorischen kB (IkB)
Kinase (IKK) ihre Wirkung entfaltet (Takaesu et al. 2003; Sato et al. 2005;
Shim et al. 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass TAK1 ein wichtiger
Mediator im TNF-Signalweg der Keratinozyten darstellt, der sowohl IKK

als auch JNK aktivieren kann (Omori et al. 2006).

Interleukin-8

Da sich die vorliegende Promotionsarbeit hauptsachlich mit IL-8, einem
zentralen Inflammations-Parameter in der Haut, beschaftigt, soll hier
vertieft auf die Struktur und Funktion dieses Chemokins eingegangen
werden.

Das 8 kDa kleine, 72 Aminosauren lange IL-8 gehoért zu den CXC
Chemokinen, wobei C fur einen Cysteinrest und X fur eine einzelne
beliebige Aminosaure steht. IL-8-Monomere besitzen einen NH,-Terminus,
der fur die Rezeptor-Liganden-Bindung zustandig ist (Hébert et al. 1990;
Clark-Lewis et al. 1995; LaRosa et al. 1992), drei anti-parallele [3-
Faltblatter, die Uber Loop-Regionen miteinander verbunden sind und eine
lange COOH-terminale a-Helix. Es zeigte sich, dass IL-8 haufig als

Homodimer vorliegt, wobei die B-Faltblatter ein sechsseitiges B-Faltblatt
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ausbilden und die a-Helices anti-parallel zueinander auf der Dimer-
Oberflache zu liegen kommen (Clore et al. 1989, 1990; Baldwin et al.
1991; Harada et al. 1994). Stabilisiert werden die Dimere primér durch
Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen den jeweils ersten B-Faltblattern
und durch zusétzliche Interaktionen der Seitenketten (Baldwin et al. 1991).
Abbildung 1.5 zeigt die schematische Struktur eines IL-8-Dimers und

eines typischen Chemokin-Rezeptors.

extrazellular
Zellmembran

intrazellular

Abbildung 1.5: (a) Schematische Darstellung eines IL-8-Homodimers , das aus einem
sechsseitigen B-Faltblatt, tGiberlagert von zwei anti-parallelen a-Helices, gebildet wird. (b)
Struktur eines typischen Chemokin-Rezeptors , der aus einer extrazellularen NH,-
Doméne fur die Liganden-Bindung, sieben Transmembrandomdnen und einer
intrazellularen COOH-Doméane besteht. Hier sind die verschiedenen G-Protein-
Untereinheiten gekoppelt, die der Signalweiterleitung innerhalb der Zelle dienen (nach
Clore et al. 1990; Burteau et al. 2007).

Ursprunglich wurden Chemokine als chemoattraktive Substanzen fur
Neutrophile beschrieben (chemoattractant cytokine), es konnte jedoch
gezeigt werden, dass sie auch auf T- und B- Lymphozyten chemotaktisch
wirken (Larsen et al. 1989; White et al. 1989). Sekretiert wird IL-8 von
vielen verschiedenen Zelltypen, zu denen unter anderem Monozyten, T-
Lymphozyten, Neutrophile, dermale Fibroblasten, Keratinozyten und
Hepatozyten gehoren (Strieter et al. 1989; Thornton et al. 1990); induziert
durch pro-inflammatorische Stimuli wie IL-1a und TNFa, sowie durch TLR-
Liganden wie beispielsweise LPS (Yoshimura et al. 1987; Matsushima et
al. 1988; Thomas et al. 1990, 1991; Oppenheim et al. 1991).

Derzeit sind zwei Rezeptoren fur IL-8 identifiziert: CXCR1 (auch A-Typ),
der die hochste Affinitat fur IL-8 aufweist, und CXCR2 (auch B-Typ), der

IL-8 und andere, strukturverwandte Chemokine mit &hnlicher Affinitat
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bindet (Holmes et al. 1991; Murphy und Tiffany 1991; LaRosa et al. 1992;
Lee et al. 1992; Prado et al. 1994). Chemokin-Rezeptoren gehbtren zu den
G Protein-gekoppelten Rezeptoren, die aus einer extrazellularen NH.-
Doméane fir die Liganden-Bindung, sieben Transmembranhelices und
einer intrazellularen COOH-Doméne mit Serin- und Threonin-Resten, die
als Phosphorylierungsstellen im Signalling dienen, aufgebaut sind.
Intrazellulér ist diese Doméane an verschiedene G-Protein-Untereinheiten
(Ga, GB, Gy) gekoppelt, die fur eine Signalweiterleitung innerhalb der
Zelle zustandig sind. Abbildung 1.5 (b) zeigt die Struktur eines typischen
Chemokin-Rezeptors.

IL-8 weist Uber die Oberflache verteilt ein unterschiedliches
elektrostatisches Potential auf. Der Grof3teil der Oberflache zeigt ein
positives elektrostatisches Potential, welches mittels ,Swiss-Pdb Viewer*
(Guex und Peisch 1997) sichtbar gemacht werden kann. Das
elektrostatische Potential der Oberflache von IL-8 ist der schematischen
Darstellung in Abbildung 1.6 zu entnehmen, wobei eine blaue Farbung fur
ein positives elektrostatisches Potential steht, eine rote Farbung fir ein

negatives und weil3 fir ein neutrales.

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des elektrostatischen Potentials von IL-8.
Mittels ,Swiss-Pdb Viewer* (Guex und Peisch 1997) kann das Potential grafisch
dargestellt werden; eine blaue Farbung steht fiir ein positives elektrostatisches Potential,
eine rote Farbung fir ein negatives und weil3 fir ein neutrales. (Abbildung mit
freundlicher Unterstiitzung von Dr. Andreas Bock).
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1.3 Arbeitshypothese

Bislang wurden die meisten Studien mit CpG- und Non-CpG-ODN an
Zellen des Immunsystems durchgefiihrt, um deren aktivierende Wirkung
auf das Immunsystem - also den inflammatorischen Effekt — zu
untersuchen. Daraus konnten Therapie-Ansatze, wie unter ,1.1.1
Immunmodulatorische ODN*“ beschrieben, flir CpG-ODN abgeleitet
werden. Wenig ist dagegen bislang tber die Wirkung von CpG- und Non-
CpG-ODN an epidermalen Zellen bekannt. Einige Vero6ffentlichungen
zeigen, dass der Rezeptor fur CpG-DNA TLR9 auch in Hautzellen
exprimiert wird (Mempel et al. 2003; Miller et al. 2005; Lebre et al. 2007,
Dorn et al. 2007), was darauf hindeutet, dass CpG-ODN auch in
Hautzellen als Informations- und Signaltrager eine Funktion ausiben.

Im Rahmen der vorangegangenen Diplom-Arbeit konnte
Uberraschenderweise gezeigt werden, dass sowohl CpG- als auch Non-
CpG-ODN eine Suppression von IL-8 in Keratinozyten bewirken, was fur
einen anti-inflammatorischen Effekt der ODN an epidermalen Zellen

spricht.

Daraus folgt die Hypothese, dass CpG- und Non-CpG-ODN an
epidermalen Zellen Uber einen anderen Mechanismus wirken als an den
Zellen des Immunsystems.

In der vorliegenden Promotionsarbeit sollte erarbeitet werden, uber
welchen Mechanismus CpG- und Non-CpG-ODN ihre IL-8-supprimierende
Wirkung auf epidermale Zellen ausiben. Zusatzlich sollte die in vitro
gezeigte IL-8-Suppression an einem in vivo-System, dem CHS (Contact
hypersensitivity)-Maus-Modell, bestatigt werden, um einen funktionellen
Nachweis einer anti-inflammatorischen Wirkung topisch auf die Haut

applizierter ODN zu erhalten.

Zudem sollte geklart werden, ob eine Internalisierung von CpG- und Non-
CpG-ODN in die Zellen und ein ODN-Transport innerhalb der Zellen
stattfindet. Auch die Penetrationseigenschaften topisch applizierter ODN

in mehrschichtige Gewebe sollten Uberprift werden, da es fur einen
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therapeutischen Ansatz wichtig ist, dass bei topischer Applikation die
Molekule bis in die vitalen Hautschichten gelangen. Diese Frage sollte an

einem Vollhautmodell untersucht werden.

Des Weiteren sollte tberprift werden, ob CpG- und Non-CpG-ODN in der
Lage sind, hauteigene anti-mikrobielle Peptide, die zum angeborenen
Immunsystem der Haut zéhlen, zu induzieren. Dies ware neben einer anti-
inflammatorischen Wirkung der CpG- und Non-CpG-ODN eine weitere
Funktion bei der Abwehr von Pathogenen. Bislang liegen auf diesem

Gebiet noch keine publizierten Forschungsergebnisse vor.
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2. Material und Methoden

2.1 Oligodeoxynukleotide

Die verwendeten Oligodeoxynukleotide (ODN) wurden von der Firma
Biospring (Frankfurt/Main) synthetisiert und nach Bedarf am 5-Ende mit
den Fluoreszenz-Farbstoffen Cy3 oder Cy5 markiert. In der folgenden
Darstellung stehen Grol3buchstaben fir ein PTO-RUuckgrat, Kleinbuch-
staben fur PDE-Bindungen. Zum leichteren Lesen der Arbeit befindet sich

diese Liste auch im Anhang zum Herausfalten.

CpG-1-PTO: 5-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT -3 (20-mer)
CpG-1-PDE ,reverse” :5- AAC GTC AGG AAC GTC ATG GA -3 (20-mer)
Deletionsmutanten zu CpG-1-PTO:
5-TCCATGACG TTCCTGACGT -3 (19-mer)
5-TCC ATG ACG TTC CTG ACG -3 (18-mer)
5-TCCATGACGTTCCTGA-3 (16-mer)
5- CAT GAC GTT CCT -3 (12-mer)
CpG-9-PTO: 5-GACGTT -3 (6-mer)
CpG-14C-1: 5'- tcc teg acg tee ctg a -3° (16-mer)
CpG-14C-2: 5'- Tcc tcg acg tcc ctg A -3° (16-mer)
CpG-14C-3: 5'- TCc tcg acg tcc ctG A -3 (16-mer)
CpG-14C-4: 5- TCC tcg acg tcc cTG A -3 (16-mer)
CpG-14C-5: 5- TCC Tcg acg tcc CTG A -3 (16-mer)
CpG-14C-6: 5- TCC TCg acg tcC CTG A -3 (16-mer)
CpG-14C-7: 5'- TcC tCg AcG tCc CtG A -3 (16-mer)
Non-CpG-3-PTO:5-TTTTTTTTITTTTTTITTTT TT -3’ (20-mer)
Non-CpG-4-PTO: 5’- AAA AAA AAA AAA AAA AAA AA -3 (20-mer)
Non-CpG-5-PTO: 5'- CCC CCC CCC CCC CCcC ccc cC -3 (20-mer)
Non-CpG-5A-PTO : 5- CCC CCC CCC CCcC ccc ccc -3 (18-mer)
Non-CpG-5B-PTO : 5- CCC CCC CCC CcC ccc C -3 (16-mer)
Non-CpG-5C-PTO: 5- CCC CCC CCC CcccC cC -3 (14-mer)
Non-CpG-5D-PTO: 5'- CCC CCC CCcC cccC -3 (12-mer)
Non-CpG-5G-PTO: 5- CCC CCC -3 (6-mer)
Non-CpG-6-PTO: 5- GGG GGG GGG GGG GGG GGG GG -3 (20-mer)
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2.1.1 Methylierung von CpG-1-PTO

Material:
CpG-1-PTO: 5- TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT -3’
CpG-1-PDE reverse: 5- AAC GTC AGG AAC GTC ATG GA -3
(Fa. Biospring, Frankfurt/Main)

Trio Thermocycler (Fa. Biometra, Gottingen)
Aqua ad injectabilia (Fa. Braun, Melsungen)
CpG Methylase (M. Sssl) (Fa. NEB, Frankfurt / Main)
S-Adenosylmethionin (SAM) (Fa. NEB, Frankfurt / Main)
NE-Buffer 2 (Fa. NEB, Frankfurt / Main)
Restriktionsendonuklease (Hpall) (Fa. NEB, Frankfurt / Main)

Zur Methylierung von CpG-1-PTO wurde die CpG Methylase M. Sssl
verwendet, die spezifisch doppelstrangige CG-Motive erkennt. Durch
Hybridisierung von &aquivalenten Mengen von CpG-1-PTO und CpG-1-
PTO reverse in wassriger Loésung (im Thermocycler bei 95T fur 5 min,
langsamen Abkihlen auf Raumtemperatur, RT) wurde ein Doppelstrang
erzeugt. Die Methylierung durch M. Sssl mit S-Adenosylmethionin als
Methylgruppen-Donor wurde bei 37T fur 16 Stunden im Thermocycler
durchgefuhrt, worauf eine Inaktivierung des Enzyms durch 30-mintiges
Erhitzen auf 65C folgte. Um die Methylierung zu ko ntrollieren, wurde eine
Restriktion der methylierten CpG-ODN mittels Hpall durchgefuhrt. Diese
Restriktionsendonuklease schneidet spezifisch methylierte CG-Motive. Der
Ansatz wurde bei 37C fur 16 Stunden inkubiert und das Enzym
anschlieBend bei 65T fur 30 min inaktiviert. Der A nsatz der restringierten
Fragmente wurde daraufhin auf ein Polyacrylamidgel (siehe Material und
Methoden 2.1.2) aufgetragen.

2.1.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Darstellung kleiner DNA-
Fragmente

Material:

5 x TBE-Puffer (1 Liter)

e 450 mM Tris 54 g (Fa. USB, Cleveland, USA)
e 450 mM Borsaure 289 (Fa. GATC, Konstanz)
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« 10 mMEDTA 3,729
- ad 1 Liter Aqua ad injectabilia

» pH 8,3 einstellen

Harnstoff

TE-Puffer

Formamid

Bromphenolblau-Na-Salz
Rotiphorese-Gel (Acrylamid-Ldsung)
TEMED (N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin)
APS (Ammoniumperoxidsulfat)

Gel Casting System Joey™

Penguin™ Doppelgelsystem P8DS
Perfect Blue™ Doppelgelsystem Twin S
Glasplatten, Spacer, Kamme
Ethidiumbromid

Transilluminator

Zur  Uberprufung der sehr kurzen

(Fa. Merck, Darmstadt)

(Fa, GATC, Konstanz)
(Fa. Qiagen GmbH, Hilden)
(Fa. Merck, Darmstadt)
(Fa. Merck, Darmstadt)
(Fa. Roth, Karlsruhe)
(Fa, Merck, Darmstadt)
(Fa. Roth, Karlsruhe)
(Fa. Owl Scientific, USA)
(Fa. Owl Scientific, USA)
(Fa. Peglab, Erlangen)
(Fa. Peqglab, Erlangen)
(Fa.Calbiochem, Darmstadt)
(Fa. AGS, Heidelberg)

Fragmente aus dem

Methylierungsansatz (siehe Material und Methoden 2.1.1) wurde ein 12%-

iges Polyacrylamidgel mit folgender Zusammensetzung verwendet:

« 12,0 ml Rotiphorese Gel

e 7,5ml1xTBE + 8 M Harnstoff
« 10,5 ml Aqua ad injectabilia

« 20 ul TEMED

e 200 ul 10% APS

Die Proben wurden mit gleichen Mengen an TE-Puffer und Formamid
versetzt, um eine Ausbildung sekundérer Strukturen zu verhindern und die
Proben leichter in die Geltaschen pipettieren zu kénnen. Zur Kontrolle der
Lauffront wurde ein Gemisch aus TE-Puffer und Formamid zu gleichen
Teilen verwendet, das mit Bromphenolblau-Na-Salz angefarbt wurde.

Das Gel wurde fir 30 min an eine Spannung von 200 V angeschlossen
und anschlielend mit einer Ethidiumbromid-Lésung angefarbt, wodurch
die DNA-Banden auf einem Transilluminator sichtbar gemacht werden

konnten.
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Material und Geréate der Zellkultur

4-well Labtek (Fa. Nunc, Wiesbaden)

12-well Platten (Fa. Nunc, Wiesbaden)

24-well Platten (Fa. Nunc, Wiesbaden)
Autoklav (Fa. WEBECO, Ober-Ramstadt)
Axiovert, Mikroskop (Fa. Zeiss, Oberkochen)
Begasbare Brutschrénke (Fa. Heraeus, Hanaui;

Fa. Nunc, Wiesbaden;

Fa. Thermo Life Science)

Biofuge fresco (Fa. Heraeus, Hanau)
Einmalpipetten (Fa. Corning, Wiesbaden)
Ethanol (Fa. Riedel de Haen, Seelze)
Mikro-Schraubrdhren (1,5 ml/ 2 ml) (Fa. Sarstedt, Nurtingen)
Multipette (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Multipetten-Spitzen (Combitips) (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Pasteurpipetten (Fa. Brandt, Wertheim)
Pipetten (1000 pl — 0,5 pl) (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Pipettenspitzen (1000 ul — 0,5 pl) (Fa. Sarstedt, Nartingen)
Reaktionsgefalie (2 ml/ 1,5 ml) (Fa. Sarstedt, Nurtingen)
Sterile Werkbank (Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Slee, Mainz)

Sterilfilter (Fa. Millipore, Bedford, Ma, USA)
Sterilisator (Fa. Heraeus, Hanau)
Zahlkammer nach Neubauer (Fa. Brandt, Wertheim)
Zellkulturflaschen (75 cm?) (Fa. Greiner, Frickenhausen)
Zellkulturflaschen (150 cm?) (Fa. BD, Franklin Lakes, NJ, USA)

Zellkulturflaschen mit Filterdeckel (175 cm?)  (Fa. Greiner BioOne, Frickenhausen)

Zentrifugationsgefafe (50 ml/ 15 ml) (Fa. Sarstedt, Nlrtingen)

2.2.2 Loésungen und Medien der Zellkultur

EDTA-L6sung
- 0,2% EDTA-Disodium 2 g/ 1 Liter PBS™ (Fa. Gerbu Biotechnik, Gaiberg)

» steril filtrieren, Lagerung bei -20C
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Trypsin/EDTA-LSsung

e 0,125% Trypsin 50 ml 2,5% / 1 Liter PBS™  (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
« 0,1% EDTA 50 ml 2% / 1 Liter PBS™

» pH 7,1, steril filtrieren, Lagerung bei -20C

PBS mit Ca*" / Mg** (PBS™) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
PBS ohne Ca*" / Mg?* (PBS") (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Hank’s-Medium (HaCaT-Medium) (5 Liter)
« 400 ml Hanks-Salzlésungen (HBSS) ohne NaHCOs(Fa. Biochrom KG, Berlin)
« 160 ml MEM-Vitamine (100x) (Fa. Biochrom KG, Berlin)

« 318 ml MEM essentielle Aminoséauren (Fa. Biochrom KG, Berlin)

« 160 ml MEM nicht-essentielle Aminosauren  (Fa. Biochrom KG, Berlin)

« 166 ml Natriumbicarbonat 7,5% (Fa. Biochrom KG, Berlin)
« 3600 ml Aqua ad injectabilia (Fa. Braun, Melsungen)
» pH 6,8 7,2, steril filtrieren

* 1% Penicillin / Streptomycin - Lésung (Fa. Biochrom KG, Berlin)
+ 1% L-Glutamin (100x) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
» 5% FKS (Fetales Kalber Serum) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Kultivierungs-Medium flr priméare Keratinozyten

» Keratinocyte-Growth-Medium 2 (KGM-2) (Fa. PromoCell, Heidelberg)
» Supplement Pack (in 500 ml) (Fa. PromocCell, Heidelberg)
0,15 mM CacCl2

2 ml BPE-15 (bovine pituitary extract)
0,15 ng/ml EGF (epidermal growth factor)
5,0 ug/ml Insulin

0,33 pug/ml Hydrocortison

10,0 pg/ml Transferrin

0,39 ug/ml Epinephrine

2.2.3 Verwendete Zellen in Mono- und Multilayern

Im Rahmen dieser Dissertation wurde hauptsachlich mit der HaCaT-

Zelllinie gearbeitet. Des Weiteren wurden primar gewonnene
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Keratinozyten verwendet, sowie das 3D-Full-Thickness Skin Model der
Firma Phenion.

Alle Arbeiten mit Zellkulturen, wie Kultivieren, Passagieren, sowie das
Aussden und Behandeln der Zellen fir Versuchsansatze wurden unter
sterilen Werkbanken durchgefihrt, um eine Kontamination der Zellen
durch Bakterien oder Pilze zu vermeiden. Fur die Zellkultivierung wurden
sterile Zellkulturflaschen mit einer Flache von 150 cm? verwendet.

Alle in der Zellkultur verwendeten Glasgerate, wurden im HeiR3luft-
Sterilisator Gber Nacht bei 180T trockensterilisie rt, wahrend Laborgerate
aus Kunststoff im Autoklaven fur 45 min unter Wasserdruck auf 121<C
dampfsterilisiert wurden. Flussigkeiten, die nicht im Autoklaven zu
sterilisieren waren, wurden mit Hilfe einer Peristaltikpumpe oder Spritze

Uber einen Filter sterilfiltriert.

HaCaT-Zelllinie
Die HaCaT-Zelllinie ging 1988 aus der Forschergruppe um Norbert E.

Fusenig (Deutsches Krebs-Forschungszentrum, Heidelberg) hervor. Es
handelt sich hierbei um eine spontan immortalisierte humane
Keratinozytenzelllinie, die aus der Haut eines 62-jahrigen mannlichen
Patienten gewonnen wurde. Sie besitzt einen transformierten Phanotypen
in vitro, verhalt sich jedoch nicht Tumor-induzierend (Boukamp et al. 1988)
und weist als wichtigstes Merkmal die nahezu vollstdndige Fahigkeit zur
epidermalen Differenzierung auf (Breitkreutz et al. 1989). Die optimalen
Wachstumsbedingungen der HaCaT-Zellen liegen bei Verwendung von
ME-Medium (minimal essential medium) bei einer niedrigen Calciumionen-
Konzentration von 0,2 mM und einer relativ hohen Umgebungstemperatur
von 38,5C. Aus diesen Bedingungen leitete sich der Name (HaCaT =
Human adult low Calcium high Temperature) ab (Boukamp et al. 1988).
Da die HaCaT-Zelllinie keine individuellen Unterschiede aufweist, wie sie
bei primaren Keratinozyten zu finden sind, handelt es sich hierbei um gute
Versuchszellen zur Untersuchung von zellbiologischen Vorgangen.

HaCaT-Zellen wurden in Hanks-Medium gehalten, das durch Zugabe von
5% FKS (Fetales Kalber Serum) sowie 1% L-Glutamin-Losung

supplementiert wurde. Die Zugabe von 5 ml Penicillin / Streptomycin-
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Losung pro 500 ml Hanks-Medium erfolgte zum Schutz gegen
Mikroorganismen-Kontamination. Als pH-Indikator des Mediums diente der
Farbstoff Phenolrot, der im Ausgangsmedium (Hanks-Salzlosung, HBSS)
bereits enthalten war. Die Kultivierung der HaCaT-Zellen erfolgte bei 37T
und einem CO,-Gehalt von 5% in einem begasten Brutschrank bei locker
aufgeschraubtem Zellkulturflaschendeckel.

Primare Keratinozyten

Primére Keratinozyten wurden nach ihrer Isolierung aus Vollhautproben
(siehe Material und Methoden 2.2.4) in Keratinocyte Growth Medium 2
(KGM-2) gehalten, das durch Zugabe des Supplement-Packs (siehe oben)
vervollstandigt wurde. Die Kultivierung erfolgte bei 37C und 5% CO ,-
Gehalt in einem begasten Brutschrank in speziellen Filterdeckel-
Zellkulturflaschen. Es zeigte sich, dass eine permanente Kultivierung
primarer Keratinozyten bei 5% CO, zu einem verbesserten Wachstum der
Zellen fuhrte, was eine Kultivierung in Zellkulturflaschen mit Sterilfilter-
Deckel notig machte, da ein permanentes Begasen der Zellen ohne
Sterilfilter-Deckel zu einem erhdhten Kontaminationsrisiko fuhren konnte.

3D-Full-Thickness Skin Model

Das Phenion” 3D-Vollhautmodell ist ein mehrschichtiges Aquivalent zur

menschlichen Haut (Mewes et al. 2007; Zéller et al. in press). Es besteht
aus primar gewonnenen Keratinozyten und Fibroblasten, die auf eine
kollagenhaltige Matrix ausgesat werden. Diese wird vorher fir 7 Tage in
24-well Multischalen regelmaRig mit PBS™ gewaschen. Danach folgt die
Einsaat von Fibroblasten, die fir 14 Tage in der Matrix kultiviert werden.
Daraufhin werden auf die Matrix Keratinozyten eingesat und fir 7 Tage
submers (mit Medium bedeckt) kultiviert. Anschlielend wird das
Hautmodell an die ,Air-Liquid-Interface* (ALl) (Versorgung der
Keratinozyten mit Medium nur noch von unten Uber die Matrix)
angehoben. In dieser Phase beginnen die Keratinozyten, sich zu
differenzieren und Stratifikation auszubilden, die der menschlichen Haut in
vivo sehr nahe kommen. Nach 14 Tagen Kultivierung an der ALI wurde

das Hautmodell im Versuch eingesetzt. In Abbildung 2.1 sind histologische
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Querschnitte des Vollhautmodells und der menschlichen Haut dargestellt
(H&E gefarbt; siehe Material und Methoden 2.10.1).

-'::-.“..-h_-_/\ S. corneum
— . S.corneum | S. granulosum
S s S. granulosum 8 3D
= ._._,,__g ’ —S. spinosum

4 Ve e = ; i—S. basale
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Abbildung 2.1: Histologischer Vergleich zwischen Phenion-Vollhautmodell (links)

und menschlicher Haut (rechts). In beiden H&E-gefarbten histologischen Schnitten
sind die unterschiedlichen Schichten (Strati) der menschlichen Haut zu erkennen. Zur
Schichtung der humanen Haut siehe Einleitung ,,1.2 Aufbau und Funktion humaner Haut".

2.2.4 Isolierung primarer Keratinozyten

Material:

Isolierungsmedium:

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
e 10% FKS (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
e 1% L-Glutamin - Ldsung (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
* 1% Penecillin / Streptomycin - Losung (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
e 1% Amphotericin (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
e 20 ml Hepes (Fa. AppliChem, Darmstadt)

» steril filtrieren, Lagerung bei 4C

Die frisch gewonnene Hautprobe wurde in filtriertem Isolierungsmedium in
einem grof3en Zentrifugenrohrchen transportiert und noch am gleichen
Tag viermal fur jeweils eine Stunde bei RT in frischem Isolierungsmedium
gewaschen, um ein Einwirken der Antibiotika zu gewahrleisten. Uber
Nacht wurde die Hautprobe in Isolierungsmedium bei 4C ruhen gelassen
und am nachsten Tag mit dem Trypsinieren begonnen. Dazu wurde die
Hautprobe in eine Petrischale uberfihrt und mit 15 — 20 ml HBSS-
Trypsin / EDTA bedeckt. Um ein Eindringen des Trypsins zwischen

Epidermis und Dermis zu ermoglichen, wurde die Epidermis mit einem
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Skalpell eingeritzt und anschlieend die Probe bei 37C und 5% CO; in
der geschlossenen Petrischale inkubiert. Bereits nach einer Stunde wurde
das Ablosen der Epidermis von der Dermis Uberpruft. Hierfir wurde mit
einer stumpfen Pinzette Uber die Epidermis gestrichen. Sobald sich die
Epidermis zu l6sen begann (spatestens nach 4,5 Stunden), wurde
vorsichtig die komplette Epidermis mittels Pinzette von der Dermis gelost.
Die restliche Hautprobe wurde verworfen und die abgeldsten Epidermis-
Stuckchen mit Inaktivierungsmedium (gleiche Menge zu HBSS-Trypsin) in
der Petrischale gut suspendiert und in ein grofRes Zentrifugenrohrchen
Uberfuhrt. Die Suspension wurde dann bei 259 g fur 10 min zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, das Pellet in
KGM-2 resuspendiert und in Zellkulturflaschen mit KGM-2 angesat. Die
Flaschen wurden fir mindestens zwei Tage bei 37C und 5% CO; ruhen
gelassen, um den Zellen das Anheften zu erméglichen.

2.2.5 Passagieren und Aussaen der Zellen

Alle im Folgenden genannten Volumina beziehen sich auf das
Passagieren der Zellen in groRen Zellkulturflaschen mit einer Flache von
150 cm2. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen mit neuem Medium
versorgt oder, bei Erreichen der Subkonfluenz, gesplittet beziehungsweise
fur Versuche ausgesat.

Zu Beginn wurde das alte Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt
und die Reste durch Spulen mit 10 ml PBS™ entfernt. Nach Absaugen des
PBS™ wurden bei HaCaT-Zellen 5 ml 0,2% EDTA auf die Zellen gegeben
und bei 37T im unbegasten Brutschrank fur 10 min inkubiert. EDTA ist
ein Calcium- und Magnesiumchelator, der die lonen bindet, welche fur die
von Cadherinen und Integrinen vermittelte Zelladh&sion notwendig sind.
Die Zellen lassen sich dadurch leichter von der Bodenflache der
Zellkulturflaschen l6sen. Nach Absaugen der EDTA-L6sung (oder bei
primaren Keratinozyten: direkt nach Absaugen des PBS™) wurden 5 ml
Trypsin 0,125% / EDTA 0,1% - Losung (T/E-Losung) auf die Zellen

gegeben und ebenfalls bei 37C im unbegasten Brutsc hrank inkubiert:
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HaCaT-Zellen fir 10 min, primére Keratinozyten fir 7 min. Das Ablosen
der Zellen, welches durch die Endopeptidase Trypsin ausgelost wird,
wurde mikroskopisch kontrolliert und anschlieRend die Reaktion mit 5 ml
Medium (HaCaT-Zellen) oder 5ml FKS (primare Keratinozyten)
abgestoppt.

Die Zellsuspension wurde nun fr 10 min bei 259 g zentrifugiert und der
entstandene Uberstand abgesaugt. Zum Splitten der Zellen wurde das
Pellet in Medium resuspendiert, definierte Mengen auf neue
Zellkulturflaschen aufgeteilt und diese mit dem jeweiligen Medium auf
25 ml aufgefullt. Die HaCaT-Zellkulturflaschen wurden dann Uber Nacht
bei 37C und 5% CO,-Gehalt im begasten Brutschrank bei lose
aufgeschraubtem Deckel inkubiert und am nachsten Tag bei
verschlossenem Deckel in einen unbegasten Brutschrank bei 37T
Uberfahrt. Die primaren Keratinozyten wurden permanent bei einem CO»-
Gehalt von 5% in begasten Brutschranken in speziellen Zellkulturflaschen
mit Filterdeckel gehalten. Um die Zellen mit einer definierten Zellzahl far
Versuche aussaen zu konnen, wurde der Zelltiter mit einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die Zelldichten, die zur Aussaat fur Versuche in
unterschiedlichen KulturgefaRen verwendet wurden, sind in Tabelle 4

gelistet.

Tabelle 4: Zellzahl und Mediumvolumina zur Aussaat bei Versuchen
Zellen

primare
HaCaT _
Keratinozyten

4-well-LabTeks 1,5 x 10° Zellen/750ul -

6-well-Multischale 1 x 106 Zellen / 4 ml -

12-well-Multischale 1 x 10° Zellen / 2 ml -

24-well-Multischale | 2,5 x 10° Zellen / 1 ml| 2,5 x 10° Zellen/1 ml
96-well-Mikrotiterplatten | 2 x 10* Zellen / 100 pl -

Diese Ansatze wurden uber Nacht bei 37C und 5% CO »,-Gehalt im
begasten Brutschrank inkubiert und am nachsten Tag fur den Versuch
verwendet. Bei allen Versuchsansatzen wurde am nachsten Morgen ein

Mediumwechsel mit 500 ul frischem Medium — teilweise mit Stimulatoren
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oder Inhibitoren versetzt — durchgefihrt, bevor eine ODN-Zugabe (auler
zu den Kontrollen) erfolgte. Die Zellen wurden danach 18 Stunden unter
Standardbedingungen inkubiert, worauf die Abarbeitung der Proben fir

den Einsatz in verschiedenen Tests folgte.

2.2.6 UVB-Bestrahlung der Zellen

Zur Induktion und anschlieBenden Analyse von IL-6 wurden HaCaT-
Keratinozyten auf PBS™ ohne Zugabe von ODN mit UVB bestrahlt. Dazu
wurde eine Waldmann 3003 K Lichtkabine (Waldmann, Villingen-
Schurenningen) verwendet, bei der die Zellen mit einer Distanz von 25 cm
mit 150 mJ UVB / cm? bestrahlt wurden wie bereits von anderen

beschrieben (Kippenberger et al. 2001).

2.3 Interleukin — ELISA

Der ELISA (,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“) dient der
Quantifizierung des Interleukins (IL-6 oder IL-8) in Zelliberstdnden
unterschiedlich behandelter Zellen.

Zur Abarbeitung der Proben wurden diese in Zellkultur-Platten nach
gewlnschter Behandlungsinkubation auf Eis gestellt, um ein
gleichméaRiges Abstoppen der Inkubation zu gewéhrleisten.

Alle weiteren Schritte wurden ebenfalls auf Eis durchgefuhrt, um zu
verhindern, dass sezernierte Interleukine abgebaut werden.

Zu Beginn wurde das Medium von den Zellen abgenommen und in 1,5 ml
— ReaktionsgefalRe tberfiihrt. Um zellfreie Uberstande zu erhalten wurden
die Proben bei 4C fir 5 min bei 150 g zentrifugier t.

Danach folgte eine Aliquotierung der Proben, die entweder direkt in den

ELISA eingesetzt oder bei —80T bis zum Test gelage rt wurden.
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Material:

IL-8- oder IL-6- Module-Set-ELISA  (Fa. Bender MedSystems, Wien, Osterreich)
ELISA-Washer (Wellwash 4MK2)  (Fa. Thermo-Labsystems, Vantaa, Finnland)
ELISA-Reader (Dynatec MR5000) (Fa. Westshore Technologies, Michigan, USA)
Microwellplatten Maxi Sorp (Fa. Nunc, Wiesbaden)

PBS~ (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Waschpuffer:
« 250 pl Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonalaureat)

(Fa. BioRad, Miinchen)

« 500 ml PBS™ (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
Blockpuffer:

« 5 g BSA (Bovines Serum Albumin) (Fa. Roth, Karlsruhe)

« 25 g Sucrose (Saccharose) (Fa. Roth, Karlsruhe)

« 250 mg NaN; (Fa. Merck, Darmstadt)

- 500 ml PBS™ (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

3, 3', 5, 5'- Tetramethylbenzidin (TMB) Liquid Substrate (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)

Stop Solution:
e« 4NH,SO,=2ml9%% H,SO, (Fa. Merck, Darmstadt)

« 16 ml Aqua Dest

Der Interleukin-ELISA, bei dem es sich um einen sogenannten Sandwich-
ELISA handelt, wurde nach dem Protokoll der Firma Bender MedSystems
durchgefuhrt:

Zu Beginn wurden die Mikrotiter-Platten mit gereinigten Antikdrpern gegen
die nachzuweisenden Interleukine (IL-6 oder IL-8) Uber mehrere Stunden
beschichtet. Bevor die Proben zugegeben wurden, erfolgte eine
Inkubation mit Blocking-Puffer, um unspezifischen Bindungen
vorzubeugen. Daraufhin wurden die zellfreien Uberstande, sowie
biotinylierter Zweit-Antikdrper gegen das jeweilige Interleukin zugegeben.
Wahrend der Inkubation Uber einige Stunden konnten die Interleukine in
den Zelliberstanden mit den spezifischen Antikdrpern eine Bindung (einen
~Sandwich®) eingehen. Es folgte daraufhin die Zugabe des Streptavidin-
HRPs (HRP = Horseradish Peroxidase), das in Kombination mit dem
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spater zugegebenen TMB-Substrat eine Farbreaktion von farblos (negativ)
zu blau (positiv) katalysierte. Diese Farbreaktion wurde mit 4N
Schwefelsaure (,Stop-Solution”) abgestoppt und die Farbung sofort im
ELISA-Reader bei 450 nm (Referenz 650 nm) gemessen. Die
Farbintensitat ist proportional zu dem in den Proben vorhandenen
Interleukin.

Da eine Standardreihe mit bekannten Konzentrationen mitgefuhrt wurde,
konnte direkt die Konzentration der Interleukine in den Zelliberstanden

bestimmt werden.

2.4 Transformation und Plasmid-Extraktion

Um Plasmide in grofReren Mengen zur Verfugung zu haben, wurden diese
in kompetente Bakterienzellen transformiert, dort amplifiziert und mittels
Plasmid-Extraktion wieder aus den Zellen gewonnen. Bei den Plasmiden
handelte es sich in der vorliegenden Promotionsarbeit um dominant-
negative Konstrukte fur TLR9 oder das Adapterprotein MyD88, die zur
Ermittlung des Signalwegs bei der ODN-vermittelten 1L-8-Suppression in
HaCaT-Keratinozyten dienten (siehe 2.5 Transfektion). Des Weiteren
wurden Luciferase-Reporter-Plasmide verwendet, um die Aktivitat des
NFkB- beziehungsweise des HbD2-Promoters unterschiedlich stimulierter
Zellen zu untersuchen (siehe Material und Methoden 2.5 und 2.12).

Material:
Kompetente Zellen: One Shot® MAX Efficiency® DH5a-T1" Competent Cells
(Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
Gebrauchsfertiges SOC-Medium (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
- 2% Tryptone
- 0.5% Hefe Extract
- 10 mM Sodiumchlorid
- 2.5 mM Kaliumchlorid

- 10 mM Magnesiumchlorid
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- 10 mM Magnesiumsulfat
- 20 mM Glucose

Agarplatten
- 37 g/ Liter Luria Agar (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

» autoklavieren, 15 ml pro Petrischale abfillen, Lagerung bei 4C

LB-Medium
- 20 g/ Liter LB Broth Base (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

» autoklavieren, Lagerung bei 4C

Selektionsantibiotikum Ampicillin (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Glycerol (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)
Plasmid-Extraktions-Kit nach Nucleobond (Fa. Macherey-Nagel, Diren)

Die Transformation eines Plasmids in kompetente E. coli-Zellen wurde
mittels Hitzeschock durchgefihrt. Hierzu wurden 50 pl Zellsuspension auf
Eis aufgetaut, 12 ng Plasmid zugegeben und vorsichtig vermischt. Der
Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend 30 Sekunden im
Wasserbad bei 42T erhitzt, um ein Eindringen des P lasmids in die Zellen
zu ermoglichen. Durch den Hitzestress kommt es kurzzeitig zur Offnung
von kleinen Poren in der Bakterienzellwand, durch welche die Plasmide in
das Bakterium aufgenommen werden kdnnen. Nach dieser Inkubation
wurden die Zellen sofort wieder auf Eis gestellt und 250 ul vorgewarmtes
SOC Medium zugegeben. Dieses Medium ist ein steriles Vollimedium, das
zusatzlich einen hohen Glucose-Anteil zur Energiegewinnung und einige
Komponenten zur Zellwand-Reparatur bereitstellt. Es besitzt noch kein
Selektionsantibiotikum, da dieses erst mit der Expression des Plasmids
den Zellen zur Verfugung steht. Wahrend der nun folgenden Inkubation
bei 37C fur eine Stunde bei leichtem Schiitteln soll dies geschehen.
Anschliel3end wurden 10 pl des Transformationsansatzes auf Agarplatten
mit Selektionsantibiotikum ausplattiert und tber Nacht bei 37T inkubiert.
Am nachsten Tag wurden Einzelkolonien gepickt, um Glycerol-Stocks

anzulegen oder eine Plasmid-Extraktion vorzubereiten.
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Zur Herstellung von Glycerol-Stocks wurde eine Einzelkolonie auf 5 ml LB-
Medium (+ 5 ul Selektionsantibiotikum) gegeben und tber Nacht bei 37C
im Schuttelinkubator inkubiert. Am nachsten Tag folgte das Mischen von
750 ul Bakteriensuspension mit 250 ul Glycerol, gefolgt vom sofortigen

Wegfrieren der Kulturen bei -80<C.

Zur Plasmid-Extraktion wurde zuerst eine Vorkultur angelegt. Dazu wurde
eine Einzelkolonie auf 5 ml LB-Medium (+ 5 pl Selektionsantibiotikum) bei
37C im Schittelinkubator etwa 6-8 Stunden inkubiert. Anschliel3end
wurde 200 pl Bakteriensuspension aus der Vorkultur in 200 ml LB-Medium
(+ 200 pl Selektionsantibiotikum) tberflhrt und tUber Nacht bei 37T im
Schittelinkubator expandiert. Die Extraktion der Plasmid-DNA (pIDNA)
erfolgte mittels Nucleobond-Extraktions-Kit der Firma Macherey-Nagel.
Dieses Kit basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen und der
Isolierung der pIDNA durch Bindung an eine mit Diethylaminoethanol
equilibrierte Filtermembran. Wahrend die pIDNA an den Filter gebunden
vorliegt, wurden Proteine, RNA und andere Verunreinigungen durch
verschiedene Waschschritte mit niedrig-konzentrierten Salzlésungen aus
dem Filter herausgewaschen. Zum Schluss wurde die pIDNA durch
Waschen mit einer hochkonzentrierten Salzlésung aus dem Filter
herausgel6st und mit 70% Isopropanol prazipitiert. Das Pellet der pIDNA
wurde danach erneut in 70% Ethanol gewaschen und anschlieRend
getrocknet. Zum Abschluss der Extraktion wurde die pelletierte pIDNA in
TE-Puffer aufgenommen und mit dem UV-Photometer Ultrospec 2000 bei
260 nm gegen 280 nm Wellenlange Reinheit und Konzentration der pIDNA
bestimmt. Die Lagerung der Plasmid-L6sungen erfolgte bei -20<C.

2.5 Transfektion

Mittels Transfektion wurde Plasmid-DNA transient in HaCaT-Zellen
eingeschleust, um mittels dominat-negativen Konstrukten Proteine

auszuschalten oder die Promotoraktivitit von NFkB oder HbD2 in
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unterschiedlich stimulierten Zellen mittels Luciferase-Reporter Assay
(siehe Material und Methoden 2.12) zu untersuchen.

Material:

TLR9-DN (pcDNA 3.1 Vektor) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

MyD88-DN (pRK7 Vektor) (Fa. Tularik, San Francisco, CA, USA)
OptiMem Medium (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
Lipofectamin™2000 Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Das dominant-negative Expressionsplasmid fir TLR9 wurde freundlicher
Weise von Dr. Stefan Bauer, Minchen bereitgestellt. Der open-reading
frame (ORF) von TLR9 liegt im pcDNA3.1 Vektor und tragt eine
Punktmutation in der TIR-Doméne. Das dominant-negative
Expressionsplasmid fur MyD88 (pRK7-Vektor) wurde freundlicher Weise
von der Firma Tularik in San Francisco, USA bereitgestellt.

HaCaT-Zellen wurden in 12-well-Multischalen ausgeséat und bis zu einer
Konfluenz von etwa 80% wachsen gelassen. AnschlielBend wurden die
Zellen mit PBS™ gewaschen, um Mediumreste zu entfernen, und danach
mit den jeweils vorbereiteten Transfektionslésungen behandelt. Im Fall der
dominat-negativen Konstrukte wurden je well 2 ug pIDNA eingesetzt und
die Plasmide zuerst fur 5 min bei RT mit 100 pl pro well OptiMEM
inkubiert. Im Fall des Luciferase-Reporter-Assays wurden 0,1 pg Renilla-
Thymidin Kinase-Plasmid (zum spateren Abgleich) und 1,0 pg Firefly-
Plasmid (fur Luciferase-Messung) fur 5 min bei RT in 100 pl OptiMem pro
well inkubiert. Angaben zu den Plasmiden fur den Luciferase-Reporter-
Assay siehe Material und Methoden 2.12.

Zeitgleich wurden pro well 3 ul der kationischen Reagenz Lipofectamin™
2000 mit 100 pl OptiMEM pro well fir 5 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurde die Plasmidldsung mit der Lipofectaminlésung
vereinigt und fir 20 min bei RT inkubiert. Dies diente der Bildung von
Lipofectamin-DNA Komplexen. Nach dieser Vorbereitung wurde das alte
Medium der Zellen abgesaugt und durch 200 ul Plasmid-Lipofectamin-
Losung je well ersetzt. Zusatzlich wurden in jedes well 800 pl OptiMEM
zugegeben. Der Transfektionsansatz wurde bei Standardbedingungen fir

5 Stunden auf den Zellen inkubiert, bevor die Transfektionsldsung
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abgesaugt und gegen frisches Medium ausgetauscht wurde, damit sich
die Zellen Uber Nacht von der Transfektion erholen konnten.

Am néachsten Morgen folgte ein Mediumwechsel auf Medium —FKS,
welches fur 3 Stunden auf den Zellen inkubiert wurde. Anschlie3end
erfolgte eine Behandlung der Zellen nach Standardbedingungen mit ODN
und je nach Versuchsbedingungen mit unterschiedlichen Inhibitoren.

Die Transfektionseffizienz der Plasmide TLR9-DN und MyD88-DN wurde
mittels Western Blot-Analyse Uberprift (siehe Material und Methoden 2.6).

2.6 Western Blot Analyse

Material:

3 x SDS Sample Buffer (100 ml)

- 187,5mM Tris-HCI pH 6,8 2,279 (Fa. USB, Cleveland, USA)

« 6% SDS (Na-dodecylsulfat) 6,09 (Fa. INC Biomedicals, Aurora, USA)
« 30% Glycerol (wasserfrei) 30 ml (Fa. Merck, Darmstadt)

e 150 mM DTT (Dithiotreitol) 2,39 (Fa. AppliChem, Darmstadt)

«  0,3% Bromphenolblau-Na* 0,39 (Fa. Roth, Karlsruhe)

Cell Scraper (Fa. Renner, Dannstadt)
Ultrathurax (Fa. Ika, Staufen)

Zur Gewinnung der Proteine wurde nach Versuchs-Inkubationszeit das
Medium auf den Zellen abgesaugt und um Medium-Reste zu entfernen,
der Zellrasen mit PBS™ gewaschen. Es folgte die Zugabe von 60 ul 3x
Sample Buffer pro well, der mit Hilfe eines Zellschabers innerhalb der
wells verteilt und etwa 5 min inkubiert wurde. Danach wurden die Zellen
durch Kratzen mit dem Zellschaber vom Boden der wells gelést und die
viskose Flussigkeit in 1,5 ml Mikroschraubrohren utberfiihrt. Es folgte ein
kurzes Abzentrifugieren sowie eine viermalige kurze Behandlung der
Proben mit Ultraschall, wodurch es zur Scherung der DNA kam. Darauf
folgte ein Erhitzen der Proben fir 5 min auf 95C, um die Proteine in den
Proben zu denaturieren und die Wirkung des Natriumdodecylsulfats (SDS)
und Dithiotreitols (DTT) im Sample Buffer zu verstarken. Neben SDS,
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dessen Wirkung spéater erlautert wird (siehe 2.6.1 SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese), befindet sich im Sample Buffer noch DTT, um die
Disulfidbricken zwischen den schwefelhaltigen Aminosduren Methionin
und Cystein zu reduzieren. Weitere Inhaltsstoffe des Sample Buffers
dienen der Aufrechterhaltung des pH-Wertes (Tris-HCI), der Erhéhung der
Dichte der Proben (Glycerol), sowie der Farbung der Lauffront bei der
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (Bromphenolblau-Na®).

Vor dem Beladen der Geltaschen (siehe 2.6.1 SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) wurden die Proben kurz gemischt und abzentrifugiert.

2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (hach Laemmli)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)
lassen sich Proteine aufgrund ihrer Masse auftrennen. Hierzu mussen sie
durch eine inerte Matrix aus stark vernetzten Polyacrylamidketten
wandern, dessen PorengréRe durch das Verhéltnis Acrylamid zu
Methylenbisacrylamid variiert werden kann: zur Detektion kleiner Proteine
wird ein ,engmaschiges®, zur Detektion grol3erer Proteine ein
~-grobmaschiges” Gel verwendet.

Die Proben befinden sich im Sample Buffer, der das Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) beinhaltet, das die Proteine durch Bindung an
hydrophobe Bereiche denaturiert und somit eine Streckung der
Polypeptidketten und eine Dissoziation multimerer Proteine in ihre
Untereinheiten bewirkt. Daraus folgt, dass alle Proteine in gestreckter
Konformation vorliegen. Zusatzlich veranlasst das stark negativ geladene
SDS durch seine Bindung an durchschnittlich jede zweite Aminoséure der
Polypeptidketten, dass die urspriungliche Ladung des Proteins
vernachlassigbar wird, was dazu fuhrt, dass alle Proteine mit einem relativ
gleichen Ladung-Masse-Verhaltnis vorliegen, so dass die Kettenlange der
Proteine, die ihrer Masse entspricht, alleine fir die Wander-

geschwindigkeit der Proteine in der Gelmatrix verantwortlich ist.
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Material:

5 x Laemmli Running Buffer (1 Liter)

« 25 mM Tris 151¢g (Fa. USB, Cleveland, USA)
e 250 mM Glycerin 94,09 (Fa. Roth, Karlsruhe)
« 0,1% SDS 509 (Fa. ICN Biomedicals, Aurora, USA)

4 x Tris / HCI / SDS pH 6,8 (100 ml)

e 0,5MTris 6,05 ¢ (Fa. USB, Cleveland, USA)
« 0,4% SDS 04 g (Fa. ICN Biomedicals, Aurora, USA)
« 5NHCI (Fa. AppliChem, Darmstadt)

4 x Tris / HCI / SDS pH 8,8 (100 ml)

e 15MTris 18,09 (Fa. USB, Cleveland, USA)
« 0,4% SDS 04 g (Fa. ICN Biomedicals, Aurora, USA)
- 5NHCI (Fa. AppliChem, Darmstadt)

TEMED (N, N, N’, N’-Tetrametylendiamin)  (Fa, Merck, Darmstadt)

APS (Ammoniumperoxidsulfat) (Fa. Roth, Karlsruhe)
Rotiphorese-Gel (Acrylamid-Ldsung) (Fa. Roth, Karlsruhe)
Gel Casting System Joey™ (Fa. Owl Scientific, USA)
Penguin™ Doppelgelsystem P8DS (Fa. Owl Scientific, USA)

Perfect Blue™ Doppelgelsystem Twin S (Fa. Peglab, Erlangen)
Glasplatten, Spacer, Kamme (Fa. Peglab, Erlangen)

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot)

In den Versuchen wurden diskontinuierliche Polyacrylamidgele verwendet,
die aus zwei verschiedenen Geltypen mit unterschiedlicher Porengrésse
bestanden: das Sammelgel und das Trenngel (6% bei TLR9 und 12% bei

Flag-Tag des MyD88-Plasmids) mit jeweils folgender Zusammensetzung:
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6% Trenngel 12% Trenngel Sammelgel

Rotiphorese Gel 3,0ml 6,0 ml 1,3 ml
4 x Tris/HCI/SDS pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml -

4 x Tris/HCI/SDS pH 6,8 - - 2,5ml
Aqua ad injectabilia 8,25 ml 5,25 ml 6,1 mi
TEMED 10 ul 10 pl 10 ul
10% APS 100 pl 100 pl 100 pl

In die Geltaschen des Sammelgels wurden 15 ul Proben aufgetragen und
10 pl Prestained Protein Molecular Weight Marker pro Gel. Diese
Proteinleiter bestand aus Proteinen mit bekannten Molekulargewichten,
anhand derer standardisierter Banden die Proteinbanden der
Versuchsproben einem bestimmten Molekulargewicht zugeordnet werden
konnten.

Die Proteine wurden in dem Sammelgel, welches weniger stark vernetzt
ist, bei geringerer Spannung (80V) als im Trenngel (120 V) laufen
gelassen, um die Polypeptidketten am Ubergang zum Trenngel
gleichmafig zu sammeln. AnschlielRend wurden diese dann bei erhdhter
Spannung gleichzeitig in das Trenngel Uberfuhrt und dort nach Masse
aufgetrennt. Die SDS-Gelelektrophorese wurde gestoppt sobald die

Bromphenolblau-markierte Lauffront den unteren Gelrand erreicht hatte.

2.6.2 Western Blot

Um die mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine sichtbar
machen zu kdénnen, wurden die Proteinbanden des Gels auf eine pordse
PVDF-Membran (bertragen. Dies geschah mittels Western Blot-

Verfahrens.

Material:

Towbin Blotting Buffer (4 Liter):

o 25 mM Tris 12,11 g (Fa. USB, Cleveland, USA)
192 mM Glycin 57,659 (Fa. Roth, Karlsruhe)
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«  20% Methanol 800 ml (Fa. Riedel de Haen, Seelze)
» pH 8,3 einstellen

10 x TBS (1 Liter):

e« 0,2MTris 24,29 (Fa. USB, Cleveland, USA)
« 1,37 M NaCl 80,09 (Fa. Merck, Darmstadt)

« Mit5 N HCI pH-Wert auf 7,6 einstellen (Fa. AppliChem, Darmstadt)
TBS-T:

- 1xTBS

+ 0,1% Tween 20 (Fa. BioRad, Miinchen)

Blocking Buffer:

« 1xTBS-T

5% BSA /5% Milchpulver (Fa. Roth, Karlsruhe)
PVDF-Transfermembran (Fa. Roth, Karlsruhe)

Mini Trans Blot” Cell (Fa. BioRad, Miinchen)

Power Pac 200 (Fa. BioRad, Miinchen)
Immobilon™-P (Transfer Membran) (Fa. Millipore, Bedford, USA)
Hyperfilm ECL (Fa. Amersham Pharmacia, Little

Chalfont, USA)
LumiGLO" Chemiluminescent Substrate  (Fa. Cell Signaling, Frankfurt / Main)

Beim Blotten wurden Gel und Membran in eine Art ,Transfer-Sandwich”
eingebaut, dessen Komponenten in folgender Abfolge von oben (Kathode)
nach unten (Anode) angeordnet waren:

Transfer-Pad In Transfer-Puffer (Towbin) inkubiert
Filterpapier In Methanol / Towbin inkubiert
PVDF-Membran In Methanol / Towbin inkubiert

Gel In Towbin inkubiert

Filterpapier In Methanol / Towbin inkubiert
Transfer-Pad In Transfer-Puffer (Towbin) inkubiert

Dieser “Transfer-Sandwich” wurde dann in eine mit Towbin-Blotting-Buffer
geflllte Blotting-Kammer eingespannt und bei 50 V fir 45 min (Flag-Tag)

bis 60 min (TLR9) geblottet, wobei die negativ geladenen Proteine vom
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Gel (an der Anode gelegen) in die PVDF-Membran (an der Kathode
gelegen) wanderten. AnschlieRend wurde die Membran aus dem
~sandwich* herausgenommen und fir eine Stunde bei RT in 5% BSA-
Losung (TLR9) oder 5% Milchpulver-Lésung (Flag-Tag) inkubiert, um
unspezifische Antikorper-Bindestellen der Proteine zu blocken. Zur
Spezifizierung der auf die Membran Ubertragenen Proteine wurden
spezifische monoklonale Antikdrper eingesetzt und Uber Nacht bei 4T in
der jeweiligen Blocking-Losung auf der Membran inkubiert. Folgende

Antikdrper wurden verwendet:

1. Antikorper 2. Antikorper Hersteller Blocking-L6sung

Anti-TLR9 Mouse Fa. MoBiTec, Géttingen 5% BSA

Anti-Flag-Tag Mouse Fa. Sigma-Aldrich, 5% Milch
Munchen

Am néachsten Tag wurde die Membran mehrmals mit TBS-T gewaschen
und anschlieBend mit dem Horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelten
Zweitantikorper in der jeweiligen Blocking-Ldsung fur eine Stunde bei RT
inkubiert. Es folgte erneutes Waschen der Membran mit TBS-T.

Zur Sichtbarmachung der spezifischen Proteinbanden auf der Membran
wurde LumiGLO Chemiluminescent Substrate benutzt, wodurch die
enzymatische Wirkung des HRP unter Austritt von Licht vonstatten ging.
Dies konnte mit Hilfe eines Rontgenfilms sichtbar gemacht werden: nur
dort, wo sich die vom Erstantikdrper detektierten Proteinbanden auf der
Membran befanden, war eine Schwarzfarbung des Rodntgenfilms zu

erkennen.

2.7 Analyse der Zellproliferation

Die Zellproliferation unter verschiedenen Versuchsbedingungen ist in der
Regel proportional zur Synthese der DNA. Diese kann mittels Einbau von
5"-Bromo-2"-Deoxyuridine (BrdU) in die DNA gemessen werden. BrdU ist

ein synthetisches Nukleosid, das analog zum Thymidin in die neu
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synthetisierte DNA proliferierender Zellen eingebaut wird. Durch Bindung
eines spezifischen Anti-BrdU-Antikorpers entsteht ein Immunkomplex, der
mit Hilfe einer Farbreaktion gemessen werden kann. Die Farbintensitat ist

proportional zur Menge der neu synthetisierten DNA.

Material:

Cell Proliferation ELISA, BrdU-Kit (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)

0 Lyophilisierter Antikorper mit 1,1 ml Aqua dest auflésen und 10 min bei RT
rollern lassen

o Konzentrierter Waschpuffer mit Aqua dest auf 1 Liter auffillen

Fur diesen Test wurden die Zellen in 96-well-Mikrotiterplatten (eine Spalte
pro Versuchsansatz; eine Spalte ohne Label, eine Spalte unbehandelte
Zellen) ausgesat und Uber Nacht bei 37C und 5% CO , ruhen gelassen.
Am nachsten Tag wurde das Medium verworfen und in 100 pl frischem
Medium pro well die ODN und das BrdU-Label (insgesamt 1:1000
verduinnt) zugegeben (bei einer 24 Stunden-Messung; sonst Zugabe des
BrdU-Labels erst 24 Stunden nach ODN-Zugabe) und unter
Standardbedingungen inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medium
erneut verworfen und die Zellen mittels 30-minutiger Inkubation von 200 pl
Fix Denat (Aceton-haltige Fixierlosung) pro well auf dem Mikrotiterplatten-
Boden fixiert. Danach wurde Fix Denat entfernt und 100 pl Anti-BrdU-
Antikdrper (1:1200 mit zugehoriger Losung verdinnt) zugegeben, um einen
Immunkomplex aus eingebautem BrdU und Antikdrper zu generieren.
Nach zwei Stunden Inkubation bei RT wurde die Mikrotiterplatte dreimal
mit jeweils 300 pl pro well verdinntem Waschpuffer gewaschen, um
Uberschissige Antikérper zu entfernen und anschliel3end 100 pl Substrat
pro well zugegeben. Die Farbreaktion wurde im Dunkeln bei RT
abgewartet (5 — 30 min) und mit 50 pul 1 N H,SO,4 pro well abgestoppt. Die
Messung der Absorption wurde sofort im ELISA-Messgerat bei 450 nm
durchgefuhrt.
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2.8 Analyse der Zytotoxizitat

Zytotoxische Reagenzien zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass
sie die Membranintegritat der Zellen zerstéren, was zu einer nekrotischen
Zelllyse fuhrt. Hierbei werden verschiedene zytoplasmatische Enzyme
ausgeschuttet, die sich im Zellkultur-Uberstand nachweisen lassen. So
auch die Laktatdehydrogenase (LDH), welche im folgenden Test
quantifiziert wurde. Dabei handelt es sich um eine zweistufige
enzymatische Reaktion. Im ersten Schritt wird bei der Oxidation von Laktat
in Pyruvat mittels der von den zerstérten Zellen ausgeschutteten LDH
NAD® zu NADH+H" reduziert. Im zweiten Schritt wird das gelb gefarbte
Substrat Tetrazoliumsalz (L6sung 2) anhand des Katalysators Diaphorase
(L6sung 1) und mit Hilfe des NADH+H" aus Schritt 1 zum rot gefarbten
Formazansalz reduziert. Dieser Farbumschlag wird im ELISA-Messgerat
bei 490 nm (Referenz 650 nm) gemessen und ist aquivalent zur Menge
der zerstorten Zellen und somit ein messbarer Parameter der Zytotoxizitéat

einer Substanz.

Material:

Cytotoxicity Detection Kit (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)

0 Ldsung 1 (Diaphorase) mit 1 ml Aqua ad injectabilia rekonstituieren und 10
min bei RT rollern

0 Ldsung 2 (Tetrazoliumsalz)

TritonX 100 Reagenz (Fa. Merck, Darmstadt)

Fur diesen Test wurden die Zellen in 96-well-Mikrotiterplatten (eine Spalte
pro Versuchsansatz; eine Spalte als Positivkontrolle moglichst weit
entfernt von den anderen Spalten) ausgesét und tUber Nacht bei 37<C und
5% CO, ruhen gelassen.

Am néchsten Tag wurde das Medium abgesaugt und 200 pl Medium +1%
FKS mit oder ohne ODN pro well zugegeben. Als Positivkontrolle diente
2%-ige TritonX-LOsung, die ebenfalls mit Medium +1% FKS (immer frisch)
angesetzt wurde. Die Zellen wurden daraufhin tber Nacht (bei 24 Stunden

Messzeit; ansonsten 48 Stunden) unter Standardbedingungen kultiviert.
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Um zellfreie Uberstande zu generieren, wurden die Mikrotiterplatten am
Messtag abzentrifugiert, 100 pl Uberstand pro well in eine frische
Mikrotiterplatte Uberfihrt und 100 pl Reaktionslésung (L6sung 1 und
Losung 2 im Verhdltnis 1:45 gemischt) pro well im Dunkeln zugegeben.
Alle 5 min wurde nun der Farbumschlag am ELISA-Messgerét bei 490 nm
(Referenz 650 nm) gemessen, solange bis der hochste Wert die

Nachweisgrenze erreicht hatte.

2.9 Elektrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Der Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) wurde in dieser Arbeit
dazu verwendet, eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear
factor kB) nach Stimulation der Zellen mit unterschiedlichen ODN
nachzuweisen. Bei einer Aktivierung des im Zytoplasma vorliegenden
Transkriptionsfaktors NFkB |6st sich dieser vom inhibitorischen kB-Molekiil
(IkB) und wandert in den Zellkern, wo er an bestimmte Promoter-Bereiche
bindet, um eine Transkription von NFkB-spezifischen Genen zu
veranlassen. Im EMSA wurden frisch isolierte nukleare Extrakte der
behandelten Zellen gewonnen und diese mit einer radioaktiv markierten
NFkB-spezifischen Sonde (,heiRe Sonde") inkubiert, um eine
Hybridisierung des Transkriptionsfaktors mit der Sonde zu erméglichen. Je
mehr NFkB aktiviert wurde, desto mehr heile Sonde wurde gebunden,
was nach elektrophoretischer Auftrennung des Reaktionsgemisches in
einem nativen Gel durch Autoradiographie detektiert werden konnte. Zur
Spezifizierung wurden zwei Kontrollen mitgeftihrt: Bei einer Probe wurde
ein Anti-NFkB-Antikorper zugeflugt, was zu einer komplexeren Bindung
aus Transkriptionsfaktor, heiRer Sonde und Antikérper und somit zu einer
verzogerten Laufgeschwindigkeit des Komplexes fuhrte (,Supershift®). Des
Weiteren wurde in einer Probe zusatzlich zur hei3en Sonde eine
sogenannte ,kalte Sonde“ zugegeben, bei der es sich ebenfalls um die
spezifische NFkB-Sequenz, jedoch nicht radioaktiv markiert, handelte. Da

sie  im Uberschuss zugegeben wurde, verdrangte sie beim
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Hybridisierungsvorgang die ,heiRe Sonde“, wodurch sich das Signal
abschwachte.

2.9.1 Gewinnung nuklearer Extrakte

Material:

Puffer A:

- 10 mM Hepes pH 7,9 (Fa. AppliChem, Darmstadt)
- 1,5mM MgCl, (Fa. Merck, Darmstadt)

- 10 mM KCL (Fa. Merck, Darmstadt)

» TritonX 100 (nach Zugabe Protease-Inhibitoren; 0,1%)
(Fa. Merck, Darmsatdt)

Puffer C:

- 20 mM Hepes pH 7,9 (Fa. AppliChem, Darmstadt)

- 25% Glycerol (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)

- 420 mM NaCl (Fa. Riedel-de Haén, Seelze)

- 1,5 mM MgCl, (Fa. Merkc, Darmstadt)

- 0,2mM EDTA pH 8,0 (Fa. Gebru Biotechnik, Gaiberg)
Protease-Inhibitor Cocktail-Set | (Fa. Calbiochem, Darmstadt)
Zellschaber (Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz)

HaCaT-Keratinozyten wurden in 6-well-Multischalen ausgesat, tber Nacht
bei Standardbedingungen kultiviert und am néchsten Tag mit 40 ng/ml
TNFa oder 4 uM verschiedener ODN fur jeweils 15 und 30 min inkubiert.
Zur Gewinnung nuklearer Extrakte wurden die Zellen nach Ablauf der
Inkubationszeit einmal mit PBS™ gewaschen, um Mediumreste zu
entfernen. Danach wurden die Zellen mit 500 pl Puffer A ohne TritonX 100
pro well gewaschen, worauf eine Zugabe von 300 pl Puffer A mit
TritonX 100 pro well folgte. Die Zellen wurden daraufhin auf Eis gestellt
und far 5 min auf der Wippe inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
mikroskopische Kontrolle der Zelllyse bevor die Zellen mit einem
Zellschaber vom Kulturschalen-Boden entfernt wurden und die

Suspension in 1,5 ml-ReaktionsgefaRe Uberfihrt wurde. Durch
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Zentrifugation wurde die cytoplasmatische Fraktion von den Nuklei (im
Pellet) getrennt. Die Uberstande wurden vorsichtig abgesaugt und die
Pellets in 50 pl Puffer C pro well resuspendiert. Es folgte eine Inkubation
fur 30 min auf Eis. Durch erneute Zentrifugation wurden Nuklei-Trimmer
vom gewonnenen Extrakt getrennt. Die Uberstande wurden in frische 1,5
ml-Reaktionsgefal3e dberfihrt und nach einer Proteinbestimmung bei

-80C gelagert.

2.9.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Material:
Protein Assay (Fa. BioRad, Miinchen)
Mikrotiterplatte (Fa. Nunc, Wiesbaden)

Mit Hilfe des im Protein-Assay-Kit nach Lowry et al. (1951) vorhandenen
Standardproteins wurde eine Standardreihe in Puffer C (siehe 2.9.1
Gewinnung nuklearer Extrakte) hergestellt. Sowohl 5 pl Standardreihe als
auch 5 pl Probe pro well wurden auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen und
anschlieBend mit einer Reagenz-Mischung nach Herstellerangaben
vermischt. Hierbei handelt es sich um einen kolorimetrischen Assay fur
Proteinkonzentrationen mittels I6slichem Detergens. Nach Zugabe von
200 pl Substrat pro well fur 15 min bei RT im Dunkeln, folgte eine
Messung des Farbumschlags am ELISA-Messgerat bei 650 nm.

2.9.3 Vorbereitung der Proben und Gelelektrophorese

Alle Arbeiten mit Radioaktivitat wurden im Kontrollbereich hinter Plexiglas-
Schutzwadnden und mit Pipetten mit Strahlenschutz durchgefihrt.
Zusatzlich wurden vor, wahrend und nach jedem Arbeitsschritt der
Arbeitsplatz und die Handschuhe mit dem Detektor freigemessen, um eine

maogliche Kontamination schnellstmoglich zu erkennen und zu beseitigen.
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Material:

Sigma-Coat (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)
Parafilm (Fa. Pechiney Plastic, Chicago, USA)
10 x Tris-Glycin (Fa. AppliChem, Darmstadt)

40% Acrylamid / Bisacrylamid (19/1) (Fa. AppliChem, Darmstadt)
Entgasungsfilter

Ammoniumpersulfat (APS) (Fa. Roth, Karlsruhe)

TEMED (Fa. AppliChem, Darmstadt)

4 x DNA Binding Buffer

- 40 % Glycerol (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)

- 400 mM KCI (Fa. Merck, Darmstadt)

- 20 mM MgCl, (Fa. Merck, Darmstadt)

- 40 mM TrisCl pH 7,9 (Fa. Roth, Karlsruhe)

- 4 mMEDTA pH 8,0 (Fa. Gerbu Biotechnik, Gaiberg)
- 4AmMDTT (Fa. AppliChem, Darmstadt)

» Lagerung bei -20C

Proben-Master-Mix (pro Probe):

- 5ug/ul BSA (1 pl) (Fa. Roth, Karlsruhe)

- 2 pg Polydeoxyinosinic-deoxycytidylic acid (Poly dI-dC) (1 pl)
(Fa. Sigma-Aldrich, Miichen)

- 4 x Binding Buffer (5 pl)

NFkB-Sonde (“heil3e Sonde”) ca. 15 000 cpm/lane (1 ul) doppelstrangig
5-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’ (Fa. Biospring, Frankfurt/Main; Fa.
Hartmann Analytik, Braunschweig)
Trockengerat (Gel Dryer Model 583) (Fa. Biorad, Muinchen)
Film Biomax MR (Fa. Kodak, Stuttgart)

Am Vortag der Gelelektrophorese wurde das Polyacrylamidgel gegossen,
um es Uber Nacht polymerisieren zu lassen. Die kleine Glasplatte wurde
fur ein spateres besseres Ablosen des Gels mit 200 pl Sigma-Coat
beschichtet, und beide Glasplatten mit Seiten- und Boden-Spacern
zusammengesteckt. Um ein Auslaufen zu verhindern, wurden die Rander

mit Parafilm und Klammern abgedichtet. In einem 50 ml Zentrifugen-
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réhrchen wurden 5 ml 10 x Tris-Glycin, 5 ml 40% Acrylamid / Bisacrylamid
und 40 ml Aqua dest miteinander vermischt und alles mit einem Filter
anhand einer Wasserstrahlpumpe entgast, was zu einer verbesserten
Polymerisierung fuhrte. Anschlie3end folgte eine zlgige Zugabe von
250 ul 30% Ammoniumpersulfat und 50 pl TEMED, was vorsichtig
untergemischt wurde. Die Losung wurde daraufhin blasenfrei zwischen die
schrag stehenden Glasplatten geschittet, der Kamm zur Bildung der
Geltaschen eingesteckt und dieser noch mal mit Gelflissigkeit bedeckt.
Nach etwa 20 min Inkubation bei RT konnte das polymerisierte Gel mit
Parafilm abgedichtet und tber Nacht bei 4C verwahr t werden.

Am folgenden Tag wurden die Proben zur Hybridisierung mit der ,heil3en®
Sonde inkubiert. Hierzu wurden 8 pg Nuklearextrakte, eventuell mit
Antikorper (2 pg) oder kalter Sonde (2 ul, 100 uM) versetzt, in Aqua dest
vorgelegt und erst im Kontrollbereich die ,heiRe Sonde* zu dem Proben-
Master-Mix zugegeben. Daraufhin wurde der Master-Mix auf die Proben
verteilt und 30 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Gel zur
Uberprifung ohne Proben laufen gelassen. Dafir wurde es von Parafilm,
Boden-Spacer und Kamm befreit und die Geltaschen mit Aqua dest
vorsichtig gespult. AnschlieBend wurde das Gel in die Gelkammer
eingespannt und diese mit 1 x Tris-Glycin als Laufpuffer gefillt. In die
aul3ersten Geltaschen wurde 10 pl Farbmarker aufgetragen und das Gel
bei 130 V in der Kihlkammer bei 4C etwa 20 min lau fen gelassen, um
das gleichméaRige Laufverhalten des Gels zu Uberprifen.

Nach dieser Inkubation erfolgte das eigentliche Bestiicken des Gels. Dazu
wurden erneut 10 pl Farbmarker in die auf3ersten Geltaschen und 20 pl
Probe pro Geltasche aufgetragen und das Gel etwa 3 Stunden bei 130 V
bei 4C laufen gelassen.

Um das Gel anschlieBend zu trocknen, wurde es nach Beenden der
Laufzeit (Farbmarker bei etwa 3% des Gels) aus der Apparatur
herausgebaut, von den Glasplatten geldst, auf ein Filterpapier gelegt und
mit Klarsichtfolie bedeckt. Zum Schutz wurde es nochmals in Filterpapier
eingebettet und dann in der Trockenvorrichtung bei 45T und

angeschlossener Vakuumpumpe fir etwa eine Stunde getrocknet. Dieser
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Schritt war wichtig, um spéater klare unverschwommene Banden auf dem
Film zu erhalten. Das trockene Gel wurde schlielilich in eine Filmkassette
gelegt, in der Dunkelkammer ein Film aufgelegt und fur drei Tage in der
Filmkassette belassen. Daraufhin wurde der Film entwickelt und die

Banden ausgewertet.

2.10 Herstellung histologischer Praparate

2.10.1 Fixierung der Proben und HE-Farbung

Alle histologisch zu untersuchenden Proben wurden in 4,5% Formalin
fixiert, in Paraffin eingebettet, am Mikrotom in 4 pum dicke Scheiben
geschnitten und auf Glasobjekttrager aufgezogen. Daraufhin folgte - aul3er
bei der Penetrationsanalyse fluoreszierender ODN - eine Entparaffinierung
der Schnitte (siehe ,2.10.2 Immunhistochemie®), um anschliel3end
verschiedene Farbungen durchfiihren zu kénnen. Eine Hamatoxilin-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) wurde durchgefuhrt, um den Gewebe- oder
Hautmodell-Zustand beurteilen zu koénnen. Bei dieser Farbung werden
saure Molekile im Schnitt durch das Hamatoxilin angefarbt, sodass
Zellkerne blau erscheinen, das Zytoplasma und Kollagen hingegen wird

aufgrund des Eosins rot angefarbt.

Material:
4,5% Formalin-Lésung (Fa. Roth, Karlsruhe)
Paraffin (Fa. Micron International GmbH, Walldorf)

Rotationsmikrotom (Leica RM2125) (Fa. Leica Microsystems, Wetzlar)
Glasobjekttrager (Fa. Menzel, Braunschweig)

HE-Farbelésung (Fa. AppliChem, Darmstadt)
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2.10.2 Immunhistochemie

Material:

Xylol (Apotheke des Universitatsklinikums, Frankfurt/Main)
Isopropylalkohol (Apotheke des Universitatsklinikums, Frankfurt/Main)
96% Ethanol (Fa. Riedel de Haen, Seelze)

70% Ethanol (Fa. Riedel de Haen, Seelze)

PBS~ (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Dako Cytomation EnVision Labelled Polymer-AP  (Fa. DakoCytomation, Zug, Schweiz)
Dako Cytomation Fast Red Substrate-Chromogen (Fa. DakoCytomation, Zug, Schweiz)
UltraTech HRP (AEC) Kit (Streptavidin-Biotin Universal Detection System)

(Fa. Beckman & Coulter, Marsaille, Frankreich)

HistoGreen Kit (Fa. Linaris, Wertheim)
Citratpuffer (Fa. DakoCytomation, Zug, Schweiz)
Hamatoxilin-Lésung (Fa. AppliChem, Darmstadt)
Aquatex (Fa. Merck, Darmstadt)

Primérantikorper:

- Anti-IL-8 (mouse), 1:400 verdinnt (Fa. Abcam, Cambridge, UK)
- Anti-HbD2 (rabbit), 1:400 verdunnt (Fa. Santa Cruz, Heidelberg)
- Anti-HbD3 (rabbit), 1:400 verdunnt (Fa. Chemicon, Schwalbach)
- Anti-Psoriasin (mouse), 1:600 verdinnt (Fa. Abcam, Cambridge, UK)
- Anti-Maus-Neutrophile (Fa. Serotec, Oxford, UK)

Zur Vorbereitung fur das Entparaffinieren wurden die Objekttrager fir etwa
20 min im Brutschrank erwéarmt, um das Paraffin zu verflissigen.
Anschliel3end wurden die Objekttrager fur viermal 10 min in Xylol bei RT
gewaschen, worauf zweimal 5 min Inkubation in Isopropylalkohol, zweimal
5 min in 96% Ethanol und abschlieRend einmal 5 min Waschen in 70%
Ethanol folgten. Daraufhin wurden die Schnitte kurz in Aqua dest gespuilt
und zur Antigendemaskierung in Citratpuffer im Wasserbad bei 98< fir
20 min (im Falle der Maus-Neutrophilen fur 40 min) gekocht und
anschlieBend fur 20 min bei RT abgekuhlt. Im Fall der IL-8-Farbung
wurden die Schnitte im Citratpuffer in der Mikrowelle aufgekocht (finfmal 3
min). Die Schnitte wurden erneut kurz in Aqua dest gespult und danach

anhand der verschiedenen Farbe-Systeme spezifisch gefarbt.
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Dako Cytomation System:

Die Schnitte wurden mit dem Primarantikbrper (in PBS™ verdunnt)
beschichtet und fir 30 min bei RT inkubiert. Es folgte ein zweimaliges
Waschen fir jeweils 5 min in PBS™, um Uberschissigen Antikdrper zu
entfernen. Daraufhin folgte eine 30-minitige Inkubation des im System
enthaltenen Sekundarantikdrper-Gemischs (Cytomation Labelled Polymer-
AP) bei RT, woraufhin die Objekttrager erneut zweimal in PBS™
gewaschen wurden. In der Zwischenzeit wurde das Chromogen Fast Red
(Tablettenform) im zugehorigen Puffer gelost. Dieses wurde fur etwa 20
min bei RT auf den Schnitten inkubiert und Uberschiissiges Chromogen

danach mit Aqua dest abgespuilt.

UltraTech HRP Detection System:

Die Objekttrager wurden nach der Behandlung mit Citratpuffer mit Protein
Blocking Agent (PBA) beschichtet und fir 8 min bei RT inkubiert, um
unspezifische Bindestellen zu blockieren. Das PBA wurde von den
Schnitten abgetropft und ohne anschlieRendes Waschen der
Primarantikorper (in PBS™ verdinnt) auf die Schnitte gegeben und fur 45
min bei RT inkubiert. Es folgte dreimal Waschen der Objekttrager fir
jeweils 2 min in PBS’, bevor das im Kit enthaltene biotinylierte
Sekundarantikdrper-Gemisch auf die Schnitte gegeben und fir 15 min bei
RT inkubiert wurde. Es folgte erneut dreimaliges Waschen fir jeweils 2
min in PBS™. Danach wurden die Schnitte mit der im Kit enthaltenen
Streptavidin-Peroxidase bedeckt und im Dunkeln fir 10 min bei RT
inkubiert, worauf ein erneutes dreimaliges Waschen fir jeweils 2 min in
PBS™ folgte. AnschlieBend wurde die Substrat-Chromogen-Ldsung
aufgetragen und diese fur 7 min bei RT inkubiert und Uberschissige

anschlieBend mit Aqua dest abgesplilt.

Bei allen Methoden folgte nun eine Gewebe-Gegenfarbung mit
Hamatoxylin fur 1 min bei RT, worauf ein Blauen mit kaltem
Leitungswasser fur 5 min folgte. Zum Eindecken der gefarbten Schnitte

wurde Aquatex verwendet.
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2.11 Quantitative Real-Time-PCR

Anhand dieser Methode wurde die mRNA Menge von IL-8 in
unterschiedlich behandelten Zellen bestimmt. Hierzu wurde die totale RNA
aus den Zellen isoliert und anschlieRend mittels reverser Transkriptions-
PCR in cDNA umgeschrieben. Diese wurde daraufhin in der real-time PCR
eingesetzt, wobei das ,Bio-Rad iQ iCycler Detection System* mit ,SYBR
green“ als Fluorophor verwendet wurde. Die Menge der gemessenen
Fluoreszenz ist proportional zum PCR-Produkt und Ilasst somit
Ruckschlisse Uber die Menge an Transkripten zu. Durch Verwendung von
Primern spezifisch fur ein house-keeping-gene werden die gemessenen

Signale der target-Gene semiquantitativ ins Verhaltnis gesetzt.

Die Zellen wurden, wie unter Material und Methoden 2.2.5 beschrieben, in
6-well-Multischalen ausgesat und am nachsten Tag bei Vorliegen einer
Subkonfluenz mit ODN behandelt und nach einer erneuten Kultivierung

Uber Nacht bei Standardbedingungen zur RNA-Isolierung verwendet.

2.11.1 RNA-Isolierung

Material:

TriReagent™ (Fa. Sigma-Aldrich, Miinchen)
Chloroform (Fa. Fisher Scientific, Schwerte)
Isopropanol (Fa. J.T. Baker, Deventer, Holland)

70% Ethanol (Fa. AppliChem, Darmstadt)
Thermoblock (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Tris HCI pH 8,25 (Fa. Roth, Karlsruhe)

Ultrospec2000 (Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

Die RNA-Isolierung erfolgte mittels TriReagent™ der Firma Sigma-Aldrich.
Hierbei handelt es sich um ein Gemisch aus Phenol und Guanidin
Isothiocyanat zur Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen. Nach dem

Verwerfen des Mediums auf den Zellen und anschlieRendem Waschen mit
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PBS*, wurde 1 ml TriReagent™ je well zugegeben. Wahrend dieser
Inkubation werden Zellstrukturen zerstort, die RNA jedoch bleibt intakt. Die
Suspension aus TriReagent™ und Zellen wurde in sterile
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und durch die Zugabe von 200 pl Chloroform je
Gefald und das anschlielende Zentrifugieren drei Phasen gebildet: eine
organische, eine wassige und die Inter-Phase. Die RNA ist nun
ausschlie8lich in der wassrigen Phase gelost, wahrend DNA in der
Interphase zu finden ist; die organische Phase enthalt Proteine. Nach dem
Transfer der wassrigen Phase in neue Reaktionsgefal3e, wurde die RNA
durch Zugabe von 500 pl Isopropanol je Ansatz und Inkubation fir 10 min
bei RT ausgefallt. Der Alkohol konkurriert mit der Phosphatgruppe der
Nukleinsdure um die Bindung zum Wasser. Da der Alkohol aber eine
hohere Affinitat zum Wasser hat, wird der Nukleinsaure das Wasser
entzogen und sie fallt aus. Nach Zentrifugation wurden die Uberstande
maoglichst vollstandig verworfen und die Pellets im Thermoblock bei 56T
vom restlichen Alkohol befreit. Die RNA wurde daraufhin in 35 pl Aqua ad
injectabilia aufgenommen und zur vollstandigen Eluation weitere 10 min
bei 56T inkubiert. Fur die photometrische Quantifi zierung wurde die RNA-
Losung 1:60 mit Tris-HCI verdinnt und am Ultrospec2000 gemessen. Die

restliche RNA-L6sung wurde bei -20C gelagert.

2.11.2 Reverse Transkriptions-PCR

Material:

Random Primer (Fa. Promega, Mannheim)
First Strand Buffer (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
Dithiothreitol (DTT) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
dNTP (Fa. Promega, Mannheim)
Thermo Cycler T3 (Fa. Biometra, Gottingen)

In diesem Schritt wurde die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. Hierzu
wurden 5 pg RNA mit Random Primern versetzt und mit Aqua ad
injectabilia auf 22 pl Reaktionsvolumen aufgefillt. Bei den Random-
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Primern handelt es sich um Oligo-d(T)-Primer, also Sequenzen mit
mehreren Thymin-Basen, welche sich komplementar zum Poly(A)-
Schwanz am 3'-Ende der mRNA anlagern. Die Proben wurden daraufhin
bei 70<C fir 10 min inkubiert, um ein Binden der Primer an die Template-
RNA zu ermdglichen. Es folgte daraufhin die Zugabe von 8 pl First Strand
Buffer, 4 ul DTT und 2 pl dNTPs je Probe, worauf eine Inkubation bei 25T
fur 10 min folgte. Zur reversen Transkription wurden die Proben nun mit
RNaseOUT und der Reversen Transkriptase versetzt und fir 52 min bei
42<C inkubiert. Daraufhin folgten 15 min bei 70C u nd im Anschluss eine
Lagerung bei 4C.

2.11.3 Real-time PCR

Die real-time PCR dient der Quantifizierung eines in unterschiedlichen
Mengen in den Proben enthaltenen Templates. Hierzu wurde die im
vorangegangenen  Schritt unspezifisch  synthetisierte cDNA  mit
spezifischen Primern fur IL-8 als gene of interest und als Abgleich mit
Primern gegen die in allen Zellen vorkommende Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als house-keeping gene versetzt. Bei
der real-time PCR wird in jedem PCR-Schritt ein Fluorophor in die neu
synthetisierten Strange eingebaut und die Quantifizierung anhand
Fluoreszenz-Messungen wahrend des PCR-Zykluses parallel in Echtzeit
(real time) durchgefiihrt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der
Menge der PCR-Produkte zu, wodurch eine Aussage daruber getroffen
werden kann, wie viel Template urspringlich in jeder Probe enthalten war
— und rdckschlielend auch, wie viel RNA in den unterschiedlich
behandelten Zellen vorlag.

Material:
IQ-Sybr-Mix (2-fach konzentriert) (Fa. ABgene, Hamburg)
Primer GAPDH: (Fa. MWG Biotech, Ebersberg)

286: 5-ATC TTC CAG GAG CGA GAT CC-3
788: 5-ACC ACT GAC ACG TTG GCA GT-3
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Primer IL-8: (Fa. MWG Biotech, Ebersberg)
IL-8-1532: 5"-ACA AGA GCC AGG AAG AAA CC-3
IL-8-2895: 5°-CTC TCT TCC ATC AGA AAG CT-3'

iCycler (Fa. Bio-Rad, Minchen)

Die real-time PCR wurde in 3-fach Ansatzen mit jeweils 30 pl
Reaktionsvolumen gemessen. Hierzu wurden zu Beginn 45 pl 1Q-Sybr-
Mix, 4,5 pl (0,5 puM) Primer forward und 4,5 pl (0,5 uM) Primer reverse,
sowie 0,9 ul Template mit 35,1 pl Aqua ad injectabilia vermischt, auf drei
Vertiefungen in der iCycler-Multiwell-Schale verteilt und im iCycler-Gerat

automatisch gemessen.

2.12 Luciferase — Reporter — Assay

Anhand des Luciferase-Reporter-Assays lassen sich Aussagen dartber
treffen, wie stark die Promoteraktivitdt eines Genes in unterschiedlich
behandelten Zellen reguliert wird. Hierzu wurden Plasmide in HaCaT-
Keratinozyten transfiziert (siehe Material und Methoden 2.5), in denen die
Promoterregion des zu untersuchenden Proteins (HbD2) oder finfmal die
Bindestelle flr den Transkriptionsfaktor (TF) NFkB hintereinander vor die
Firefly-Luciferase geschaltet ist. Wird die Promoterregion (oder die TF-
Bindestelle) in verschieden behandelten Zellen unterschiedlich aktiviert,
wird auch die Firefly-Luciferase in verschiedenen Mengen in den Zellen
synthetisiert.  Die  Firefly-Luciferase  katalysiert die  oxidative
Decarboxylierung des Luciferins zu Oxyluciferin, wobei eine Lichtemission
bei einer Wellenlange von 562 nm stattfindet. Zur Transfektionskontrolle
wurde parallel ein Plasmid in die Zellen transfiziert, das fir die Renilla-
Luciferase hinter der Promoterregion des house-keeping genes (Thymidin-
Kinase) kodiert (phRL-TK), welche ein anderes Substrat umsetzt als die
Firefly-Luciferase (Coelenterazine) und dabei Licht in einer Wellenlange
von 482 nm freisetzt. Somit konnen beide Luciferase-Aktivitaten in der
gleichen Probe gemessen werden. Aus dem Quotienten aus Firefly- und

Renilla-Luciferase-Aktivitat wird die relative Luciferase-Aktivitdt bestimmt.
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Sie ist ein Mal3 fur die Promoter- (oder TF-) Aktivitat und bertcksichtigt
maogliche Unterschiede in der jeweiligen Transfektionseffizienz. Der Test

wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.

Material:

HbD2-Firefly-Plasmid (pGL3-PV-Vektor)  (Dr. Noel McElvaney, Dublin, Irland)
NFkB-Reporter-Konstrukt (pGL3-Vektor)  (Marion P. Boland, Dublin, Irland)
phRL-TK Plasmid (Renilla Luciferase) (Fa. Promega, Mannheim)

Dual Luciferase® Reporter Assay System (Fa. Promega, Mannheim)

Reagenz-Rohrchen (Fa. Sarstedt, Numbrecht)

o ,Luciferase Assay Substrate” in 10 ml zugehérigem Puffer I6sen, Aliquots zu
1000 / 500 / 200 pl bei -80<C lagern. 100 pl Substrate / Probe in Messung
einsetzen

o ,Stop and Glo" (50-fach konzentriert) mit zugehdrigem Puffer verdinnen. 100

ul Mischung / Probe in Messung einsetzen

Luciferase-Messgerat (Lumat LB9507) (Fa. EG & G Berthold, Regensdorf)

Das Luciferase-Plasmid fur HbD2-Promoteraktivitatsstudien wurde
freundlicher Weise von Dr. Noel McElvaney (Dept. of Medicine, Education
and Research Centre, Beaumont Hospital, Dublin, Irland) bereitgestellt. Es
enthalt den humanen HbD2-Promoter mit der Sequenz 5-GGC TCG AGG
CTC AGA CAT CAG CAC CCA AA-3' im pGL3-PV-Plasmid der Firma
Promega (Griffin et al. 2003). Das NFkB-Reporter-Konstrukt wurde
freundlicher Weise von Marion P. Boland (Dept. of Biochemistry, Trinity
College, Dublin, Irland) zur Verfugung gestellt. Es enthélt fiunfmal die
NFkB-Konsensussequenz (5-GGG ACT TCC-3") vor dem Luc+ Gen im
pGL3-Vektor (Boland und O’Neill 1998).

Transfizierte und ODN-behandelte Zellen wurden Uber Nacht im begasten
Brutschrank bei 37C und 5% CO, inkubiert und am nachsten Morgen
lysiert. Alle Angaben beziehen sich auf 12-well-Multischalen-Platten. Zum
Lysieren wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen und anschlieRend mit
250 ul Passive Lysis Buffer pro well (1:4 mit Aqua ad injectabilia verdinnt)

10 min bei RT auf der Wippe inkubiert. Die Lyse wurde nach Ablauf der

Annette Dorn Seite 66



Material und Methoden

Zeit mikroskopisch kontrolliert und bei vollstandiger Lyse der Zellen die
Uberstande in 1,5 ml-ReaktionsgefaRe wberfiihrt. Um Zelltrimmer zu
entfernen, wurden die Suspensionen abzentrifugiert und 10
anschlieBend in die Messung eingesetzt. Zur Firefly-Messung wurde jede
Probe einzeln im Luciferase-Réhrchen mit 100 pl Substrat vermischt und
sofort gemessen. Auf diese Weise wurden zuerst alle Proben gemessen.
Zur Messung der Renilla wurden anschlie3end 100 ul ,Stop and Glo* —
Mischung zu jeder Probe einzeln gegeben, diese kurz geschittelt, sofort

gemessen und ebenfalls die Proben-Reihe vollstandig durch gemessen.

2.13 Aufnahme fluoreszierender ODN in Keratinozyten-

Monolayer

Material:

Fluoreszenz-markierte ODN (Fa. Biospring, Frankfurt/Main)
4-well Labtek (Fa. Nunc, Wiesbaden)
PBS™ (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
SytoxGreen (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
Bodipy (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
Fixierlésung:

+ 95% Ethanol (Fa. Riedel de Haen, Seelze)
» 5% Essigsaure (Fa. AppliChem, Darmstadt)
Aquatex (Fa. Merck, Darmstadt)
Konfokales Laser Scan Mikrsoskop (Fa. TCS Leica, Bensheim)

Zur Untersuchung der ODN-Aufnahme in Zellen wurden HaCaT-
Keratinozyten in 4-well Labteks (Glas) wie in 2.2.5 ,Passagieren und
Aussaen der Zellen* beschrieben, ausgesat.

Am nachsten Tag folgte nach Waschen mit PBS™ ein Mediumwechsel auf
1 puM ODN-haltiges Medium, welches fir 1 min bei RT auf den Zellen
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inkubiert wurde. Nach erneutem Waschen mit PBS™ erfolgte ein
Mediumwechsel auf 500 pl ODN-freies Medium, welches fir 5 min,
10 min, eine Stunde oder 18 Stunden bei 37C und 5% CO,-Gehalt auf
den Zellen belassen wurde.

Anschlie3end wurde das Medium verworfen und Reste durch zweimaliges
Waschen mit jeweils 500 pl kaltem PBS™ pro well entfernt. Um die Zellen
auf der Glasoberflache zu fixieren, wurden daraufhin 500 pl kalte
Fixierlésung pro well zugegeben und fir 10 min bei RT inkubiert. Zur
Zellkern-Farbung wurde SytoxGreen verwendet, dessen Stockldsung
1:10 000 mit PBS™ verdiinnt und die Losung fur 10 min bei RT auf den
Zellen inkubiert wurde. Zur Zellmembran-Farbung wurde Bodipy
verwendet, das 1 uM in PBS™ verdunnt und die Losung 20 min bei RT
inkubiert wurde.

Nach Entfernen der Fixierlosung und der Kammerumrandung wurde der
Objekttrager in Aquatex eingebettet.

Die Praparate wurden bei 4C dunkel gelagert bis sie am Konfokalen

Laser Scan Mikroskop untersucht werden konnten.

2.14 Topische Applikation von ODN auf 3D-Hautmodelle

Material:

(Fluoreszenz-markierte) ODN (Fa. Biospring, Frankfurt/Main)
3D-Hautmodelle (Fa. Phenion GmbH, Diisseldorf)
Filterpapier (Fa. Bio-Rad, Miinchen)
Ali-Medium-Agarplatten (Fa. Phenion, Dusseldorf)

Edelstahlmuttern AuRen-@: 1,2 cm, Innen-@: 0,7 cm

Vaseline weil3 EUAB (Fa. Bombastus-Werke AG, Freital)
Skalpell (Fa. Feather Safety Razor, Osaka, Japan)
4,5% Formalin-Lésung (Fa. Roth, Karlsruhe)

Paraffin (Fa. Micron International GmbH, Walldorf)

Rotationsmikrotom (Leica RM2125)  (Fa. Leica Microsystems, Wetzlar)
Glasobjekttrager (Fa. Menzel, Braunschweig)

Fluoreszenz-Mikrokop (Leica DM IRB) (Fa. Leica Microsystems, Wetzlar)

Annette Dorn Seite 68



Material und Methoden

Zur Untersuchung des Penetrationsverhaltens der ODN in mehrschichtige
Epithelien oder zur Induktion hauteigener anti-mikrobieller Peptide in
Hautmodellen nach topischer Applikation, wurden (Fluoreszenz-
gekoppelte) ODN topisch auf das 3D-full-thickness skin model der Firma
Phenion aufgetragen. Um ein Herunterflie3en der ODN an den Seiten der
Hautmodelle, was zu einer systemische Aufnahme der ODN gefuhrt hatte,
zu verhindern, wurden die Hautmodelle mit Edelstahlmuttern bestlckt.
Diese Muttern wurden an der Unterseite zur Abdichtung mit Vaseline
bestrichen und auf die Modelle gesetzt, welche zur Stabilisierung auf
Medium-getranktem Filterpapier auf Ali-Medium-Agarplatten gehalten
wurden (Abbildung 2.2). Ins Innere der Muttern wurden nun 15 pl
(Fluoreszenz-gekoppelte) ODN (200 uM) gegeben und die Modelle
unterschiedlich lange mit den ODN inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurden die Muttern entfernt (Abbildung 2.2 b), die Modelle in der Mitte mit
einem Skalpell durchgeschnitten, in 4,5% Formalin fixiert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet.

Die in Paraffin eingebetteten Modell-Halften wurden daraufhin an der
Skalpell-Schnittstelle am Mikrotom in 4 um dicke Scheiben geschnitten
und auf Glasobjekttrager aufgezogen, um zu gewahrleisten, dass die

Bereiche der Modelle geschnitten wurden, die im Innern der Mutter lagen.

Abbildung 2.2: Versuchsaufbau zur Penetration Fluoreszenz-gekoppelter ODN in
3D-Hautmodelle. Um ein HerunterflieBen der ODN von den Hautmodellen zu vermeiden,
wurden mit Vaseline bestrichene Muttern auf die Hautmodelle aufgesetzt, 15 pl ODN-
Lésung (200 pM) ins Innere gegeben und unterschiedlich lange inkubiert. (@)
Versuchsaufbau mit  Mutter-bestiickten Hautmodellen auf Medium-getrankten
Filterpapieren auf Ali-Medium-Agarplatten. (b) Hautmodelle nach der Inkubation von nicht
fluoreszierendem CpG-1-PTO (oben) und Fluoreszenz-gekoppeltem Cy3-CpG-1-PTO
(unten). Man erkennt deutlich den Rand, den die mit Vaseline bestrichene Mutter auf dem
Hautmodell unten hinterlassen hat.
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Zur Fluoreszenz-Analyse wurden die Schnitte im Anschluss ohne weitere
Behandlung am Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet, um ein Ausbleichen
oder Auswaschen der Fluoreszenz zu unterbinden.

Zur immunhistochemischen Analyse wurden die Schnitte daraufhin, wie

unter Material und Methoden 2.10.2 beschrieben, angefarbt.

2.15 Induktion einer Kontakt-Dermatitis im Maus-Modell

Material:

DNFB-L6sung 4:1 Aceton/Olivendl, vol/vol (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)

DAC Basis-Salbe
100g enthalten: 1x Tegin-M (Emulsifier), 4% Tetylalkohol, 6% Mygliol, 7,5%
Vaseline, 25,5% Tagat, 7,0% Macrogol-1000-Glycerolmonosterate, 10.0%

Propylenglycol, 40.0% Wasser (Apotheke des Universitatsklinikums,
Frankfurt/Main)
1,4% (w/w) ODN-haltige DAC Salbe: (Fa. Biospring, Frankfurt/M; Apotheke

des Universitatsklinikums, Frankfurt/M)
CpG-1-PTO: 5-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-3
Non-CpG-5-PTO: 5'-CCC CCC CCC CCC CCcC CcccC cC-3
Dermatop® (0,25% Prednicarbat) (Fa. Sanofi-Aventis, Frankfurt)

Mikrometer (Fa. Mitutoyo, Neuss)

Méannliche 6 — 10 Wochen alte C57BL/6 Mause der Firma Charles River,
Sulzfeld wurden mit frei zuganglichem Futter und Wasser gehalten. Alle
durchgefuihrten Tierversuche waren genehmigt und wurden in
Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG
Fassung vom 25. Mai 1998) durchgefuhrt.

Um eine allergische Kontakt-Dermatitis (contact hypersensitivity)
hervorzurufen, wurde den Mausen an Tag O zur Sensibilisierung 75 pl
einer 0,5%igen DNFB-L6sung auf dem Rucken appliziert. Es folgte eine
Re-Exposition an Tag 5, indem 10 pl einer 0,3%iger DNFB-LOsung auf
das jeweils rechte Ohr der Mause appliziert wurde. Nach 60 min folgte
eine Behandlung des re-exponierten Ohrs mit Basis-Salbe (DAC) ohne

wirksame Bestandteile, 1,4%iger CpG-1-PTO- oder Non-CpG-5-PTO-
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haltigen Salbe. Als Positiv-Kontrolle wurde eine Prednicarbat-haltige Salbe
(Dermatop®) mitgefiihrt, da bekannt ist, dass Kortison-haltige Salben einen
anti-inflammatorischen Effekt auf Keratinozyten ausiben (Stein et al.
1997). Das kontra-laterale Ohr wurde mit Basis-Salbe behandelt. 24
Stunden nach der Re-Exposition wurde die Kontakt-Dermatitis Reaktion
analysiert. Hierzu wurden die jeweiligen Ohrschwellungen mittels
abgefedertem Mikrometer vermessen und die Ohren zur histologischen

Untersuchung entnommen (siehe Material und Methoden 2.10).

2.16 Hemmhoftest zur Bestimmung anti-mikrobiell

wirksamer Peptide

Material:

Zellen des Stamms Escherichia coli (DH5a) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
LB-Medium

- 20 g / Liter LB Broth Base (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

» autoklavieren, Lagerung bei 4C

Agarplatten
- 37 g/ Liter Luria Agar (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

» autoklavieren, 15 ml pro Petrischale abfillen, Lagerung bei 4C

HaCaT-Keratinozyten wurden, wie unter ,2.2.5 Passagieren und Aussaen
der Zellen“ beschrieben, in 24-well Multischalen ausgeséat und tber Nacht
bei 37C und 5% CO, auf Antibiotika-freiem Medium inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte nach Waschen mit PBS™ ein Mediumwechsel auf
500 pl frisches, Antibiotika-freies Medium, versetzt mit 6 uM CpG-1-PTO
oder Non-CpG-5-PTO, teilweise in Anwesenheit von 20 ng/ml TNFa oder
abgettteten DH5a-Zellen. Diese wurden zuvor in 500 ml LB-Medium ohne
Selektions-Antibiotikum tber Nacht bei 37T im Schd ttelinkubator bis zum

Erreichen der stationdren Phase gezogen und vor dem Einsetzen in die
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Zellkultur autoklaviert. Nach Abkuhlen der Zellsuspension wurden 50 pul /
well (entsprechend einer Menge von etwa 5x10° Zellen) eingesetzt. Die
Zellen wurden daraufhin erneut Uber Nacht bei 37C und 5% CO;
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die zellfreien Kulturiiberstande
entnommen und Filterplattchen mit je 70 pl dieser Uberstande getrankt.
Die Filterplattchen wurden direkt auf Agarplatten, auf denen kurz zuvor
DH5a-Zellen in PBS™ ausplattiert wurden, gelegt, die Platten tiber Nacht
bei 37T inkubiert und am folgenden Tag die Hemmhof e ausgewertet. Zur
Kontrolle wurden auch Uberstande unbehandelter Zellen mitgefuhrt; als
Positiv-Kontrolle diente Gentamycin-haltiges Medium.

2.17 Weitere Substanzen

Bafilomycin Al, Streptomyces griseus (Fa. Calbiochem, Darmstadt)
Chloroquine Diphosphat Salz (Fa. Sigma- Aldrich, Minchen)
Human TNFa (Fa. Cell Concepts, Umkirch)

NFkB-Inhibitor SN50 (Cell permeable inhibitor peptide)
(Fa. Calbiochem, Darmstadt)

2.18 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mittels ,Mann-Whitney U-Test" von
SalStats (Boston, MA, USA) durchgefuhrt. Genaue Angaben zur
Evaluierung der jeweiligen statistischen Signifikanzen befinden sich in den
Abbildungsunterschriften.
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3. Ergebnisse

3.1 ODN mit und ohne CpG-Motiv bewirken eine IL-8-

Suppression in vitro

Eine Inkubation von HaCaT-Keratinozyten mit dem 20-mer CpG-1-PTO flr
18 Stunden fuhrt zu einer Suppression von IL-8 gemessen an
Zellkulturiberstanden (Abbildung 3.1). Sowohl basale als auch durch 20
ng/ml TNFa induzierte IL-8-Level werden durch CpG-1-PTO
konzentrationsabhangig reduziert. Erstaunlicher Weise wird auch durch
Non-CpG-5-PTO, das kein CpG-Motiv aufweist, das IL-8-Level supprimiert
(Abbildung 3.1 a). Um zu untersuchen, ob die Langen der ODN einen
Einfluss auf den IL-8 supprimierenden Effekt ausiben, wurden
Deletionsmutanten von CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO untersucht.
Abbildungen 3.1 b und 3.1 ¢ zeigen, dass eine sequentielle Deletion der
ODN zu einer Abnahme der IL-8-Suppression fuhrt. Sequenzen mit einer
Lange von 16 Nukleotiden und mehr wurden bei beiden ODN als
besonders wirksam in Bezug auf die IL-8-Suppression identifiziert.
Zusatzlich zu HaCaT-Zellen wurden auch primére Keratinozyten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von CpG-1-PTO behandelt. Abbildung
3.1 d zeigt die konzentrationsabhangige IL-8-Suppression von CpG-1-
PTO an priméren Keratinozyten.

Um zu untersuchen, ob Hexamere (CpG-9-PTO und Non-CpG-5G-PTO),
die in dem verwendeten Konzentrationsbereich keine IL-8-Suppression
auslosen, maoglicherweise mit den jeweiligen 20-mer Analogen um die
selbe Bindungsstelle eines Rezeptors konkurrieren, wurden die langen
und kurzen Analoge parallel auf den Zellen inkubiert (Abbildung 3.2 a und
3.2 b). Es zeigt sich, dass die IL-8-Suppressionen durch 2 uM CpG-1-PTO
oder Non-CpG-5-PTO durch aufsteigende Konzentrationen (1 — 16 uM)
von CpG-9-PTO beziehungsweise Non-CpG-5G-PTO nicht beeinflusst
werden. Dies bedeuted, dass kurze, ineffektive ODN anscheinend nicht
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mit den jeweils analogen IL-8-supprimierenden 20-mer ODN um die

gleiche Rezeptor-Bindestelle konkurrieren.
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Abbildung 3.1: Oligonukleotide mit und ohne CpG-Motiv bewirken die Suppression
sowohl basaler als auch TNF a-induzierter IL-8 Level. (a) HaCaT-Keratinozyten
wurden fir 18 Stunden mit CpG-1-PTO oder Non-CpG-5-PTO in angegebenen
Konzentrationen, teilweise unter Zugabe von 20 ng/ml TNFa, inkubiert. Zellfreie
Uberstande wurden zur IL-8-Analyse verwendet. Sowohl CpG-1-PTO mit zwei
klassischen CpG-Motiven als auch Non-CpG-5-PTO ohne CpG-Motive zeigen eine
(konzentrationsabhéngige) Suppression des basalen und TNFa-induzierten IL-8 Levels.
Deletionsmutanten von (b) Non-CpG-5-PTO (2 und 4 uM) und (c) CpG-1-PTO (4 uM)
weisen eine langenabhangige IL-8-Suppression auf. (d) Primare Keratinozyten wurden
fir 18 Stunden mit angegebenen Konzentrationen von CpG-1-PTO inkubiert. Es ist eine
konzentrationsabhangige Suppression des basalen IL-8 Levels zu erkennen. *P<0,1;
**P<0,01 verglichen zu Kontrollen ohne ODN-Behandlung.

Im Folgenden wurde untersucht, ob das ODN-Rickgrat bei der IL-8-
Suppression eine Rolle spielt (Abbildung 3.2 ¢). CpG-1-ODN wurde mit
unterschiedlichen Ruckgrat-Bindungen synthetisiert: Phosphodiester-
bindungen (PDE) und PTO-RUckgrat. Es zeigt sich, dass CpG-1-PDE
lediglich eine marginale IL-8-Suppression in den getesteten
Konzentrationen (1 — 6 pM) aufweist verglichen mit CpG-1-PTO. Dies
deutet darauf hin, dass einerseits die ODN-Halbwertszeit eine Rolle bei
der vermittelten IL-8-Suppression spielt, andererseits kdnnten auch die

Phosphorothioat-Bindungen des Rickgrates als solche einen IL-8-
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supprimierenden Effekt ausiben. Es ist bekannt, dass diese Rickgrat-
Bindungen alleine bereits in der Lage sind, eine Immunstimulierung

hervorzurufen (Hutcherson und Glover, 1998).
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Abbildung 3.2: Keine Beeinflussung der CpG-1-PTO- und Non-CpG-5-PTO-
vermittelten IL-8-Suppression durch ineffektive Hexamere. ODN-RUckgrat-
Modifizierungen verédndern den IL-8-supprimierenden Effekt von CpG-1-PTO.
HaCaT-Keratinozyten wurden fir 18 Stunden mit (a) 2 uM Non-CpG-5-PTO oder (b)
2 UM CpG-1-PTO zusammen mit ineffektiven Analogen (Non-CpG-5G-PTO und CpG-9-
PTO) in angegebenen Konzentrationen inkubiert. Zellfreie Uberstande wurden zur IL-8-
Analyse verwendet. Die Non-CpG-5-PTO- und CpG-1-PTO-vermittelte IL-8-Suppression
ist nicht beeinflussbar durch die Anwesenheit ineffektiver Analoge. (c) HaCaT-
Keratinozyten wurden fir 18 Stunden mit CpG-1-ODN mit unterschiedlichen Ruckgrat-
Modifikationen in angegebenen Konzentrationen inkubiert. Zellfreie Uberstande wurden
zur IL-8-Analyse verwendet. CpG-1-ODN mit Phosphodiester (PDE)-Bindungen weisen
lediglich einen marginalen IL-8-suppressiven Effekt, verglichen zu CpG-1-PTO, auf. (d)
HaCaT-Keratinozyten wurden fiir 18 Stunden mit Derivaten von CpG-1-PTO (CpG-14C-
ODN) mit unterschiedlichen Rickgrat-Modifikationen in der Konzentration von 2 uM
inkubiert. Zellfreie Uberstande wurden zur IL-8-Analyse verwendet. ODN mit einem PTO-
Anteil von (ber 50%, unabh&angig von der Lage der PTO-Bindungen innerhalb der
Sequenz, weisen eine deutlich erhdhte IL-8-Suppression auf. *P<0,05; **P<0,01
verglichen zu Kontrollen ohne ODN-Behandlung.

Um weiterfihrend zu untersuchen, ob Anzahl und Lage der PTO-
Bindungen innerhalb der Sequenz eine Rolle spielen, wurden Derivate von

CpG-1-PTO (CpG-14C-ODN) mit  unterschiedlichen Ruckgrat-
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Modifikationen eingesetzt. Abbildung 3.2 d zeigt, dass ODN mit einem
PTO-Anteil von tber 50% zu einer erhdhten IL-8-Suppression in der Lage
sind. Dieser Effekt ist sogar unabhangig davon, wo innerhalb der Sequenz
sich die PTO-Bindungen befinden.

Um den IL-8 supprimierenden Effekt der ODN am Multilayer zu
untersuchen, wurden 3D-Hautmodelle topisch, wie unter ,2.14 Topische
Applikation von ODN auf 3D-Hautmodelle* beschrieben, mit CpG-1-PTO
oder Non-CpG-5-PTO fir 18 Stunden behandelt und im Anschluss, wie
unter ,2.10 Herstellung histologischer Praparate” beschrieben,
immunhistochemisch gegen IL-8 gefarbt (Abbildung 3.3). Zum Vergleich
wurden unbehandelte Hautmodelle mitgefihrt; als Positivkontrolle wurde
Phorbol-12-Myristate-13-Acetat (PMA) topisch appliziert. Hautmodelle, die
mit Non-CpG-5-PTO behandelt wurden, weisen eine geringere Menge an
IL-8 (rote Farbung) im Gewebe auf als unbehandelte Hautmodelle. Dieser
Effekt ist bei CpG-1-PTO-behandelten Hautmodellen nur schwach zu
erkennen. Bei PMA-behandelten Hautmodellen zeigt sich eine deutlich

erhdhte Menge an IL-8 im Gewebe.
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Abbildung 3.3: Immunhistochemische Farbung gegen IL-8 am Phenion ® 3D-
Hautmodell. Die Hautmodelle wurden fir 18 Stunden topisch mit Phorbol-12-Myristate
13-Acetat (PMA), CpG-1-PTO oder Non-CpG-5-PTO behandelt, danach fixiert, in 4 pm
dinne Proben geschnitten und mittels Antikbrper gegen IL-8 gefarbt (rote Farbung) und
kurz mit Hamatoxylin gegengefarbt (blauliche Farbung). Hautmodelle, die mit Non-CpG-
5-PTO behandelt wurden, zeigen eine geringere IL-8-Menge im Gewebe als
unbehandelte Hautmodelle. Dieser Effekt ist bei CpG-1-PTO-behandelten Hautmodellen
etwas geringer. Die Positivkontrolle (Behandlung mit PMA) zeigt eine deutlich erhdhte
Menge an IL-8 im Gewebe.

Annette Dorn Seite 76



Ergebnisse

3.2 ODN-Aufnahme, -Penetration und -Transport

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist bekannt, dass CpG-ODN
mittles Endozytose in Zellen aufgenommen werden, wo sie an TLR9 im
endosomalen Kompartment binden. Im Folgenden wurden die Aufnahme
und der Transport von ODN mit und ohne CpG-Motiv unterschiedlicher
Lange in HaCaT-Keratinozyten untersucht.

Hierzu wurden 5’-Fluoreszenz-markierte ODN fir eine Minute auf den
Zellen inkubiert, mit PBS abgespult und die Zellen auf frischem ODN-
freiem Medium fur unterschiedliche Zeiten inkubiert. Die Zellen wurden
daraufhin fixiert und am Konfokalen Laser-Scan Mikroskop ausgewertet.
Fur eine verbesserte Lokalisations-Bestimmung der ODN wurde eine
Zellkernfarbung mittels SytoxGreen oder eine Zellmembranfarbung mittels
Bodipy durchgefihrt (Abbildungen 3.4 und 3.5). In Abbildung 3.4 ist zu
erkennen, dass beide 20-mer ODN (CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO)
eine ahnliche Aufnahme-Kinetik aufweisen: bereits nach funf Minuten
gelangen beide ODN in die Zellen und akkumulieren in perinuklearen
Clustern (Pfeile), die auch nach 18 Stunden noch sichtbar sind. Die Nuklei
scheinen nahezu vollstéandig frei von CpG-1-PTO oder Non-CpG-5-PTO
zu sein. Im Gegensatz dazu akkumulieren die beiden Hexamere CpG-9-
PTO und Non-CpG-5G-PTO in den Nuklei und den Nukleoli der Zellen
(Pfeile). Das Signal von Non-CpG-5G-PTO ist auch nach 18 Stunden noch
in den Nukleoli sichtbar, ein schwaches Signal scheint im Zytoplasma
vorzukommen (Pfeil). CpG-9-PTO ist dagegen nach 18 Stunden nicht
mehr detektierbar, was fur einen schnelleren Abbau der Sequenz spricht.
Diese Ergebnisse deuten auf eine langenabhéngige Aufnahme und einen

langenabhangigen Transport hin.
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Abbildung 3.4: Der intrazellulare Transport der ODN ist langenabhangig. HaCaT-
Keratinozyten wurden fiir eine Minute mit Cy-3-markierten ODN (orange-rot) und
anschlieBend fur die angegebenen Zeitintervalle mit ODN-freiem Medium inkubiert. Eine
Nukleus-Farbung (griin) wurde mit SytoxGreen, wie in ,Material und Methoden 2.13"
beschrieben, durchgefiihrt. Die 20-mere CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO gelangen
bereits nach funf Minuten in die Zellen und akkumulieren in perinuklearen Clustern
(Pfeile), welche noch nach 18 Stunden sichtbar sind. Der Nukleus scheint frei von ODN
zu bleiben. Die Hexamere CpG-9-PTO und Non-CpG-5G-PTO gelangen dagegen sofort
in die Nuklei und Nukleoli (Pfeile). Mal3stab = 10 pm.

Abbildung 3.5 zeigt die Aufnahme und den Transport zweier Non-CpG-
ODN, markiert mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen, um einen
Einfluss der Farbstoffe auf ODN-Aufnahme und —Transport
auszuschlieBen. Die Zellen wurden nach dem gleichen Verfahren mit
Fluoreszenz-markierten ODN behandelt, fixiert und mit SytoxGreen (oder
Bodipy) gefarbt wie in Abbildung 3.4 gezeigt. Non-CpG-6-PTO, sowohl
Cy3- als auch Cy5-markiert, zeigt sich auch nach einer Stunde noch fast
ausschlief3lich an der Zellmembran (Abbildung 3.5 a, b, Pfeile) und bildet

nach 18 Stunden perinukleare Cluster (Pfeile) ahnlich denen von CpG-1-
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PTO und Non-CpG-5-PTO in Abbildung 3.4. Non-CpG-3-PTO (Abbildung
3.5 ¢, d) dagegen gelangt bereits nach funf Minuten in die Nuklei — &hnlich
den beiden Hexameren CpG-1-PTO und Non-CpG-5G-PTO in Abbildung
3.4, wo es auch nach einer Stunde (Pfeil) und nach 18 Stunden noch

detektierbar ist.
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Abbildung 3.5: Der intrazellulare Transport der ODN ist sequenzabhangig. (a, ¢)
HaCaT-Keratinozyten wurden fir eine Minute mit Cy-3-markierten ODN (orange-rot) und
anschlielend fur die angegebenen Zeitintervalle mit ODN-freiem Medium inkubiert. Eine
Nukleus-Farbung (griin) wurde mit SytoxGreen, wie in ,Material und Methoden 2.13"
beschrieben, durchgefiihrt. (b, d) HaCaT-Keratinozyten wurden fiir eine Minute mit Cy-5-
markierten ODN (blau) und anschlieend fiir die angegebenen Zeitintervalle mit ODN-
freiem Medium inkubiert. Eine Zellmembran-Farbung (rot) wurde mit Bodipy, wie in
-Material und Methoden 2.13" beschrieben, durchgefiihrt. Wahrend Non-CpG-6-PTO (a,
b) auch noch nach einer Stunde fast ausschlieRlich an der Zellmembran lokalisiert
vorliegt (Pfeile) und nach 18 Stunden perinukleare Cluster bildet (Pfeil), befindet sich
Non-CpG-3-PTO (c, d) bereits nach finf Minuten im Nukleus der Zellen, wo es auch nach
einer Stunde (Pfeil) und nach 18 Stunden noch detektierbar ist.
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich nicht nur um eine
Langen-spezifische Aufnahme und Transport handelt wie in Abbildung 3.4
gezeigt, sondern auch um eine Sequenz-spezifische wie Abbildung 3.5 zu
entnehmen ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
verwendeten Fluoreszenz-Farbstoffe keinen Einfluss auf die Aufnahme
und den Transport der ODN ausiben, da in Abbildung 3.5 die Aufnahme-
und Transport-Kinetik gleicher ODN, die unterschiedlich Fluoreszenz-

markiert wurden, gleich verlauft.

Folgend wurde Uberpruft, ob verschiedene ODN in der Lage sind, in die
Haut zu penetrieren, da dies fur den moéglichen Einsatz von ODN-haltigen
Salben von hohem klinischem Interesse ist. Auch hier sollte eine mdgliche
Langen- oder Sequenz-Spezifitdit der Penetration untersucht werden.
Abbildung 3.6 zeigt die unterschiedliche Penetration von 5’-Fluoreszenz-
markiertem CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-
PTO und Non-CpG-6-PTO in das Phenion® 3D-Hautmodell. Die ODN
wurden, wie in ,Material und Methoden 2.14“ beschrieben, topisch
appliziert und die Hautmodelle nach verschiedenen Inkubationszeiten (0,5
— 48 Stunden) in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und nach
Schneiden in 4 um dinne Proben ohne Entparaffinierung am Fluoreszenz-
Mikroskop ausgewertet, um ein Ausbleichen oder Auswaschen der

Fluoreszenz zu verhindern.
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Abbildung 3.6 (a): Penetration von Cy3-markiertem CpG-1-PTO und CpG-9-PTO in
das Phenion ® 3D Hautmodell. Fluoreszenz-markierte ODN (orange-rot) wurden, wie in
.Material und Methoden 2.14" beschrieben, topisch auf die Hautmodelle appliziert, diese
nach den angegebenen Inkubationszeiten fixiert, in 4 um diinne Proben geschnitten und
ohne Entparaffinierung unter dem Fluoreszenz-Mikroskop analysiert. Um die
Eigenfluoreszenz der Hautmodell-Matrix von der Fluoreszenz der ODN unterscheiden zu
kénnen, wurde diese mit Licht anderer Wellenlange als Cy3 angeregt, Uber andere Filter
detektiert und schlie3lich die Aufnahmen von Cy3 (rot-orange gefarbt) und von der
fluoreszierenden Matrix (grin gefarbt) grafisch Gberlagert. Unbehandelte Kontrolle siehe
Abbildung 3.6 (c). Beide ODN gelangen bereits nach einer halben Stunde in dermale
Schichten.

Da die Matrix des Phenion® 3D-Hautmodells eine Eigenfluoreszenz
(Abbildung 3.6 c¢, grun) besitzt, die die visuelle Auswertung der
Penetration nicht beeinflussen sollte, wurde diese mit Licht anderer
Wellenlange als Cy3 angeregt, uber andere Filter detektiert und
schlie3lich die Aufnahmen von Cy3 (rot-orange gefarbt) und von der
fluoreszierenden Matrix (grin geféarbt) grafisch Uberlagert. Zur weiteren
Kontrolle wurden unbehandelte Hautmodelle mitgefihrt und am
Fluoreszenz-Mikroskop untersucht (Abbildung 3.6 c). Es ist deutlich zu
erkennen, dass sowohl das 20-mer CpG-1-PTO als auch das analoge
Hexamer CpG-9-PTO bereits nach einer halben Stunde in dermale
Schichten gelangt (Abbildung 3.6 a). Auch das Hexamer Non-CpG-5G-

PTO (Abbildung 3.6 b) gelangt bereits nach relativ kurzer Zeit (deutlich
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erst nach zwei Stunden) in tiefere dermale Schichten, wohingegen das
analoge 20-mer Non-CpG-5-PTO erst nach 24 Stunden in diesen
Schichten detektierbar ist.

Non-CpG-5-PTO Non-CpG-5G-PTO

% h

2h

6h

24h
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Abbildung 3.6 (b): Penetration von Cy3-markiertem Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-
5G-PTO in das Phenion ® 3D Hautmodell. Fluoreszenz-markierte ODN (orange-rot)
wurden, wie in ,Material und Methoden 2.14" beschrieben, topisch auf die Hautmodelle
appliziert, diese nach den angegebenen Inkubationszeiten fixiert, in 4 pm diinne Proben
geschnitten und ohne Entparaffinierung unter dem Fluoreszenz-Mikroskop analysiert. Um
die Eigenfluoreszenz der Hautmodell-Matrix von der Fluoreszenz der ODN unterscheiden
zu kénnen, wurde diese mit Licht anderer Wellenldnge als Cy3 angeregt, Uber andere
Filter detektiert und schlieZlich die Aufnahmen von Cy3 (rot-orange geféarbt) und von der
fluoreszierenden Matrix (grin gefarbt) grafisch Uberlagert. Unbehandelte Kontrolle siehe
Abbildung 3.6 (c). Wahrend das Hexamer Non-CpG-5G-PTO bereits nach zwei Stunden
deutlich in dermalen Schichten zu erkennen ist, benétigt das 20-mer Non-CpG-5-PTO 24
Stunden, um in dermale Schichten zu gelangen.

Non-CpG-6-PTO (Abbildung 3.6 c¢) scheint nicht in das Hautmodell zu
penetrieren, da es auch nach 48 Stunden nicht in dermalen Schichten zu
erkennen ist sondern immer noch auf der Oberseite der Epidermis. In den
unbehandelten Kontroll-Hautmodellen ist lediglich die Eigenfluoreszenz

der Matrix sichtbar, nicht jedoch die der Fluoreszenz-markierten ODN.

Annette Dorn Seite 82



Ergebnisse

Non-CpG-6-PTO Kontrolle
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Abbildung 3.6 (c): Keine Penetration von Cy3-markiertem Non-CpG-6-PTO in das

Phenion © 3D Hautmodell und unbehandelte Kontrolle. Das Fluoreszenz-markierte
ODN (orange-rot) wurde, wie in ,Material und Methoden 2.14“ beschrieben, topisch auf
die Hautmodelle appliziert, diese nach den angegebenen Inkubationszeiten fixiert, in 4
pm dinne Proben geschnitten und ohne Entparaffinierung unter dem Fluoreszenz-
Mikroskop analysiert. Um die Eigenfluoreszenz der Hautmodell-Matrix von der
Fluoreszenz der ODN unterscheiden zu konnen, wurde diese mit Licht anderer
Wellenlange als Cy3 angeregt, Uber andere Filter detektiert und schlieBlich die
Aufnahmen von Cy3 (rot-orange geféarbt) und von der fluoreszierenden Matrix (grin
gefarbt) grafisch Uberlagert. Bei der unbehandelten Kontrolle wurden ODN-freie
Hautmodelle auf ihre Eigenfluoreszenz hin untersucht. Non-CpG-6-PTO ist nur auf der
Epidermis detektierbar und pentriert auch nach 48 Stunden nicht in tiefere dermale
Schichten. Bei den Kontrollen ist nur die Eigenfluoreszenz der Matrix sichtbar (griin).
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3.3 CpG- und Non-CpG-ODN vermitteln ihre IL-8 -
suppressive Wirkung unabhangig von TLR9

Da gezeigt werden konnte, dass die ODN in Zellen aufgenommen werden
und dort zum Teil in perinuklearen Clustern akkumulieren, sollte
untersucht werden, ob fir die ODN-vermittelte IL-8-Suppression eine
Endosomenreifung und Ansauerung notwendig ist wie in der Literatur
beschrieben (Hacker et al. 1998). Hacker et al. (1998) konnten zeigen,
dass eine Vorinkubation der Zellen mit Bafilomycin oder Chloroquine,
welche die Endosomen-Reifung und -Ansauerung verhindern, zu einem
verminderten Effekt von CpG-ODN fuhrt. Wahrend Bafilomycin A1 aus
Streptomyces griseus H*-lonen-Pumpen der Vesikel blockiert und somit
deren Ansauerung verhindert, handelt es sich bei Chloroquine um eine
starke Base, die zu einem pH-Shift in den Vesikeln fihrt. Beide Inhibitoren
wurden 15 Minuten préainkubiert bevor eine Zugabe von CpG-1-PTO oder
Non-CpG-5-PTO erfolgte (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Keine Beeinflussung der ODN-vermittelten IL-8-Suppression durch
veranderte Endosomen-Ansauerung. HaCaT-Keratinozyten wurden 15 Minuten mit
300, 30 oder 3 nM Bafilomycin (BM) oder 10, 1 oder 0,1 pg/ml Chloroquine (CQ)
préainkubiert, um eine Endosomen-Reifung und —Anséuerung zu verhindern. Daraufhin
folgte eine Inkubation fur 18 Stunden mit den jeweiligen Inhibitoren, zuziglich 4 uM CpG-
1-PTO oder Non-CpG-5-PTO. Zellfreie Uberstande wurden zur IL-8-Analyse verwendet.
Eine verdnderte Endosomen-Reifung oder -Ansduerung verhindert nicht die ODN-
vermittelte IL-8-Suppression.
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Es zeigt sich, dass eine Veranderung in der Ensodomen-Reifung und ihrer
Ansduerung zu keinerlei Beeintrachtigung der ODN-vermittelten IL-8-
Suppression fuhrt. Dies deutet darauf hin, dass in diesem Fall die IL-8-
Suppression unabhéngig einer endosomalen Lokalisation der ODN und
somit scheinbar unabhangig von TLR9 — dem Rezeptor fir unmethylierte
CpG-ODN - stattfindet.

Um dies zu Uberprifen, wurde CpG-1-PTO mit seinem komplementéaren
Strang (rev, reverse) hybridisiert und, wie unter ,Material und Methoden
2.1.1* Dbeschrieben, enzymatisch methyliert (Abbildung 3.8 a).
Vorangegangene Studien zeigten, dass eine Methylierung des Cytidins im
CpG-Motiv dazu fuhrt, dass der immunstimulierende Effekt dieser ODN
aufgehoben wird (Krieg 2002). Erstaunlicher Weise konnte hier jedoch
gezeigt werden, dass doppelstrangiges methyliertes (ds, double-stranded
-meth) CpG-1-PTO eine IL-8-Suppression in gleicher Intensitat hervorruft
wie das doppelstrangige CpG-1-PTO unmethyliert. Die Methylierung
wurde anhand spezifischer Restriktion des methylierten CpG-1-PTO und

anschlieBender Gelelektrophorese tberpruft (Daten nicht gezeigt).

Daraufhin wurde untersucht, ob TLR9 in diesem Kontext tatsachlich, wie
bereits angenommen, keine Rolle spielt (Abbildung 3.8 b). Hierfliir wurden
HaCaT-Zellen, wie unter ,Material und Methoden 2.5* beschrieben,
transient mit dominant-negativen Expressionsplasmiden fur TLR9 oder
das Adapterprotein MyD88 transfiziert und anschlieRend mit 4 uM ODN
behandelt. HaCaT-Keratinozyten, die dominant-negativen TLR9 (TLR9-
DN) oder dominant-negatives MyD88 (MyD88-DN) exprimieren, zeigen die
gleiche IL-8-Suppression nach CpG-1-PTO- oder Non-CpG-5-PTO-
Behandlung, wie Zellen, die mit einem Kontrollplasmid (pcDNA-3)
transfiziert wurden. Alle transfizierten Zellen, unabhangig vom
Transfektions-Plasmid, zeigen erhohte basale IL-8 Level, was vermutlich
eine allgemeine Stress-Antwort der Zellen auf die Transfektion ist. Die
Transfektions-Effizienz wurde mittels Western Blot Uberprift. Abbildung
3.8 ¢ zeigt eine Western Blot Analyse gegen TLR9 und gegen Flag-Tag

zum Nachweis des transfizierten MyD88.
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Abbildung 3.8: TLR9 ist an der CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO vermittelten 1L-8-
Suppression nicht beteiligt. Eine IL-8-Regulierung auf transkriptioneller Ebene
findet nicht statt. (a) HaCaT-Keratinozyten wurden 18 Stunden mit 2 pM CpG-1-PTO
einzelstrangig ,vorwarts* (for, forward), einzelstrdngig komplementar (rev, reverse),
doppelstrangig (ds, double-stranded) und doppelstrangig methyliert (ds-meth) inkubiert.
Zellfreie Uberstande wurden zur IL-8-Analyse verwendet. Methyliert zeigt CpG-1-PTO die
gleiche IL-8-Suppression wie unmethyliert. (b) HaCaT-Keratinozyten wurden transient mit
dominant-negativen Konstrukten fir TLR9 (TLR-9-DN) oder MyD88 (MyD88-DN)
transfiziert und anschlieend fur 18 Stunden mit 4 pM CpG-1-PTO oder Non-CpG-5-PTO
inkubiert. Der leere pcDNA-3-Vektor diente als Kontrolle. Zellfreie Uberstande wurden zur
IL-8-Analyse verwendet. Transfizierte Zellen zeigen ein erhghtes IL-8 Level, das durch
Transfektions-induzierten Stress zustande kommt. Die Expression von TLR-9-DN oder
MyD88-DN zeigt keine Auswirkungen auf die CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO
induzierte IL-8-Suppression. (c¢) Die Transfektions-Effizienz wurde mittels Western Blot
Analyse mit Antikérpern gegen TLR9 und Flag-Tag (MyD88) Uberprift. Es wurden jeweils
Lysate von Zellen, die mit pcDNA3- (1), TLR9-DN- (2) oder MyD88-DN- (3) Plasmiden
transfiziert wurden, auf ein Gel aufgetragen. TLR9 ist in den Zelllysaten TLR9-DN
transfizierter Zellen vermehrt nachweisbar (oben, 2), wahrend Flag-Tag vermehrt in den
Zelllysaten MyD88-DN transfizierter Zellen vermehrt detektierbar ist (unten, 3). (d)
HaCaT-Keratinozyten wurden fur 10 Stunden mit 4 pM CpG-1-PTO oder Non-CpG-5-
PTO alleine (Balken 2-3) oder zusatzlich mit 50 ng/ml TNFa fur die letzten sechs Stunden
(Balken 5-6) inkubiert. Zellulare RNA wurde extrahiert, in cDNA umgeschrieben und
mittels quantitative real-time PCR die Menge an IL-8 mMRNA untersucht. Unbehandelte
Kontroll-Zellen wurden auf 1,0 gesetzt. Beide ODN zeigen keine IL-8-Regulierung auf
transkriptioneller Ebene. *P<0,05 verglichen zu Kontrollen ohne ODN-Behandlung.

TLR9 ist in den Zelllysaten TLR9-DN-transfizierter Zellen vermehrt

nachweisbar (Abbildung 3.8 c, oben, 2), wahrend Flag-Tag vermehrt in
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den Zelllysaten MyD88-DN-transfizierter Zellen vermehrt detektierbar ist
(Abbildung 3.8 c, unten, 3). Dies lasst auf eine gelungene Transfektion der
Expressionsplasmide  schlieRen. Diese Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass die CpG-1-PTO- und Non-CpG-5-PTO-
induzierte IL-8-Suppression unabhangig vom TLR9-Signalweg verlauft.
Dies schlief3t jedoch nicht aus, dass die verwendeten ODN an den
Rezeptor TLR9 binden und diesen aktivieren kdénnen; es ist lediglich
auszuschlieBen, dass dies bei der nachgewiesenen IL-8-Suppression

keine Rolle spielt.

Um zu Uberprifen, ob IL-8 auf transkriptioneller Ebene durch die
verwendeten ODN reguliert wird, wurde eine quantitative real-time PCR
zur IL-8 messenger RNA (mRNA) - Analyse durchgefuhrt. Abbildung 3.8 d
zeigt keine Regulation der IL-8 mMRNA durch CpG-1-PTO oder Non-CpG-
5-PTO. Dies deutet darauf hin, dass durch die verwendeten ODN IL-8 auf
post-transkriptionelle Weise reguliert werden muss und nicht auf

transkriptioneller Ebene.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob es sich bei der ODN-
vermittelten IL-8-Suppression moglicherweise um einen extrazelluléaren
Effekt handelt, der unabh&ngig von der Anwesenheit lebender Zellen
auftritt. Hierzu wurden Uberstande ODN-behandelter Zellen mit
konditioniertem Medium, das in Abwesenheit von Zellen mit ODN inkubiert
wurde, auf ihren IL-8-Gehalt hin untersucht (Abbildung 3.9). HaCaT-
Keratinozyten wurden 18 Stunden mit 4 uM CpG-1-PTO, Non-CpG-6-PTO
oder Non-CpG-5-PTO behandelt und zellfreie Uberstande zur IL-8-
Analyse verwendet.
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Abbildung 3.9: ODN-vermittelte IL-8-Suppression tritt auch bei Behandlung von
konditioniertem Medium in Abwesenheit von Zellen auf. Zellen wurden 18 Stunden
mit 4 uM CpG-1-PTO, Non-CpG-6-PTO oder Non-CpG-5-PTO behandelt (klare Balken)
und die zellfreien Uberstande zur IL-8-Analyse verwendet. Des Weiteren wurden Zellen
18 Stunden auf ODN-freiem Medium inkubiert, zellfreie Uberstande entnommen, diese
mit 4 uM CpG-1-PTO, Non-CpG-6-PTO oder Non-CpG-5-PTO fir 18 Stunden inkubiert
und schlieBBlich zur IL-8 Analyse verwendet (gepunktete Balken). Alle getesteten ODN
weisen auch einen IL-8-supprimierenden Effekt in Abwesenheit von Zellen auf. *P<0,001
im Vergleich zueinander (siehe Klammern).

Zum Vergleich wurden Zellen 18 Stunden in ODN-freiem Medium
kultiviert, zellfreie Uberstande entnommen, diese mit 4 pM CpG-1-PTO,
Non-CpG-6-PTO oder Non-CpG-5-PTO inkubiert und ebenfalls zur IL-8-
Analyse verwendet. Bei allen getesteten ODN zeigt sich deutlich auch ein
IL-8 supprimierender Effekt in Abwesenheit von Zellen, was auf einen
extrazellularen Effekt — mdglicherweise eine direkte Wechselwirkung
zwischen IL-8 und ODN - schlief3en lasst. Da jedoch die IL-8 Suppression
bei Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-6-PTO behandelten Zellen signifikant
hoher ist als die ODN-behandelter Zellkulturiiberstande, muss zuséatzlich
auch ein zellularer IL-8 supprimierender Effekt stattfinden.

Um zu untersuchen, ob ein extrazellularer Effekt wie der bei IL-8
gefunden, auch bei anderen Interleukinen wie beispielsweise IL-6
vorzufinden ist, wurden einerseits UVB-bestrahlte HaCaT-Keratinozyten,
andererseits zellfreie Kulturiberstdnde UVB-bestrahlter Zellen fir 18
Stunden mit 4 pM Non-CpG-6-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-4-PTO
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oder Non-CpG-3-PTO inkubiert und anschlieBend zur IL-6-Analyse
verwendet (Abbildung 3.10). Alle getesteten ODN zeigen bei Inkubation
auf den Zellen eine deutliche Suppression UVB-induzierter IL-6 Level
(Abbildung 3.10 a). Bei einer Inkubation der ODN auf konditioniertem
Medium in Abwesenheit von Zellen, zeigt sich jedoch, dass lediglich bei
Non-CpG-6-PTO und Non-CpG-4-PTO eine geringe IL-6-Suppression
stattfindet. Dies konnte dadurch erklart werden, dass die ODN-vermittelte
IL-6-Suppresssion generell geringer ausfallt als die ODN-vermittelte IL-8-
Suppression und somit in isolierten Zellkulturiiberstanden kein Effekt mehr
erzielbar ist. Des Weiteren konnten die Ergebnisse jedoch auch darauf
hindeuten, dass bei der Suppression von IL-6 vermehrt zellulare Effekte
eine Rolle spielen als bei der von IL-8.
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Abbildung 3.10: ODN-induzierte IL-6-Suppression tritt bei Inkubation von HaCaT-
Keratinozyten deutlich auf, bei der Behandlung von konditioniertem Medium nur
marginal. (&) Zellen wurden vier Stunden mit 4 uM Non-CpG-6-PTO, Non-CpG-5-PTO,
Non-CpG-4-PTO oder Non-CpG-3-PTO inkubiert und anschlieBend mit 150 mJ/cm? auf
ODN-freiem PBS™ bestrahlt. Es folgte eine weitere Inkubation mit jeweils 4 uM ODN-
haltigem Medium fir 18 Stunden. Zellfreie Uberstande wurden zur IL-6-Analyse
verwendet. Alle getesteten ODN sind in der Lage, den UVB-induzierten IL-6-Level bei
Zellbehandlung deutlich zu supprimieren. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 im Vergleich zu
unbehandelten bestrahlten Zellen. (b) Zellen wurden mit 150 mJ/cm2 UVB bestrahlt und
anschlieRend zellfreie Uberstande gewonnen, welche fiir 18 Stunden mit 4 uM Non-CpG-
6-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-4-PTO oder Non-CpG-3-PTO inkubiert wurden bevor
sie zur IL-6-Analyse verwendet wurden. Nur Non-CpG-6-PTO zeigt einen deutlichen IL-6-
supprimierenden Effekt in Abwesenheit von Zellen. *P<0,01; **P<0,001 im Vergleich zu
unbehandelten Uberstanden bestrahlter Zellen.
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3.4 ODN-vermittelte Effekte auf DNA-Synthese und LDH-

Ausschittung

Weiterhin wurde untersucht, ob eine Behandlung mit ODN zu veranderten
zellularen Parametern wie DNA-Synthese und LDH-Ausschittung von
HaCaT-Keratinozyten fuhrt.

Abbildung 3.11 kann enthommen werden, dass die DNA-Synthese durch
CpG-1-PTO und CpG-9-PTO in den getesteten Konzentrationen nach 18
Stunden Inkubation nicht beeinflusst wird, wohingegen eine Behandlung
mit  Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-5G-PTO zu einer geringen
Suppression fuhrt (Abbildung 3.11 a).
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Abbildung 3.11: ODN zeigen leichte Sequenz-spezifische Effekte auf den 5-
Bromodeoxyuridin-Einbau, jedoch keinen Einfluss auf die LDH-Freisetzung von
HaCaT-Keratinozyten. Zellen wurden fur 18 Stunden mit 2 und 4 uM CpG-1-PTO, CpG-
9-PTO, Non-CpG-5-PTO oder Non-CpG-5G-PTO inkubiert. Die Messung des 5-
Bromodeoxyuridin-Einbaus in die DNA und die LDH-Freisetzung der Zellen wurde, wie
unter ,Material und Methoden 2.7 und 2.8" beschrieben, durchgefiihrt. (a) Das 20-mer
CpG-1-PTO und sein kurzes Derivat CpG-9-PTO zeigen keinen Effekt auf die DNA-
Synthese, wahrend Non-CpG-5-PTO und sein kurzes Derivat einen minimalen Effekt auf
die DNA-Synthese aufweisen. (b) Alle vier getesteten ODN (CpG-1-PTO, CpG-9-PTO,
Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-5G-PTO) zeigen keine signifikante Auswirkung auf die
LDH-Freisetzung der HaCaT-Keratinozyten. *P<0,05 im Vergleich zu unbehandelten
Kontroll-Zellen.
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Das Ausschitten von Laktat Dehydrogenase (LDH) durch die Zellen wird
als Marker fur die Membranintegritdit gemessen. Eine Behandlung von
HaCaT-Keratinozyten mit CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO und
Non-CpG-5G-PTO fur 18 Stunden zeigt keinen Effekt auf die LDH-
Ausschuittung (Abbildung 3.11 b).

3.5 Non-CpG-5-PTO ubt einen anti-inflammatorischen

Effekt in vivo aus

Eine Inflammation der Haut ist, wie bereits in der Einleitung erwéhnt, von
einer erhdhten Sekretion von IL-8 begleitet. Wird IL-8 blockiert, fuhrt dies
zu einer Abnahme einer Tuberkulin-ausgelosten kutanen Uberempfindlich-
keitsreaktion (Larsen et al. 1995).

Da sowohl CpG-1-PTO als auch Non-CpG-5-PTO an Mono- und an
Multilayern von Keratinozyten eine starke IL-8-Suppression aufwiesen,
wurde im Folgenden die topische Applikation von CpG-1-PTO- und Non-
CpG-5-PTO-haltigen Salben zum Schutz gegen eine DNFB-induzierte
kutanen Uberempfindlichkeitsreaktion an C57BL/6 getestet, wie in Material
und Methoden 2.15 beschrieben. 24 Stunden nach der Re-Exposition von
DNFB wurde die Ohrschwellung vermessen (Abbildung 3.12 a). Im
Gegensatz zu Basis Salbe-behandelten Mausen reduzierte die
Behandlung mit 0,25%iger Prednicarbat-Salbe die Ohrschwellung
deutlich. Prednicarbat wird der Klasse Il ,mittelstark wirksame Kortison-
Praparate” zugerechnet und ist bereits in klinischer Anwendung, um anti-
inflammatorische Effekte zu erzielen. Auch die Behandlung mit 1,4% (w/w)
Non-CpG-5-PTO-haltiger Salbe zeigt eine deutliche Reduktion der
Ohrschwellung in DNFB-sensibilisierten Mausen, wohingegen bei
Behandlung mit 1,4% (w/w) CpG-1-PTO-haltiger Salbe lediglich ein nicht-
signifikanter Trend feststellbar ist. Dies spiegelt den starkeren IL-8-
supprimierenden Effekt von Non-CpG-5-PTO in Keratinozyten wider
(Abbildungen 3.1 und 3.3).
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Abbildung  3.12:  Non-CpG-5-PTO  reduziert die  Ohrschwellung  und
Neutrophileninfiltration in DNFB-sensibilisierten Mausen. Die Mause wurden am Tag
0 mit DNFB sensibilisiert und an Tag 5 re-exponiert. 60 Minuten nach Re-Exposition
wurde ein Ohr der ,Behandlungsgruppe” mit DAC Basis Salbe als Kontrolle, CpG-1-PTO-
oder Non-CpG-5-PTO-haltigen Salbe oder einer Prednicarbat-haltigen Salbe als
Positivkontrolle behandelt. Das zweite Ohr der Maus wurde jeweils mit DAC Basis Salbe
behandelt. (a) 24 Stunden nach der Behandlung wurde die Ohrdicke gemessen. Die
Ohrschwellung ist durch Prednicarbat deutlich reduziert, ebenso wie durch die Non-CpG-
5-PTO-haltige Salbe im Vergleich zu Basis Salbe-behandelten Mausen. CpG-1-PTO
behandelte Ohren zeigen nur einen nicht-signifikanten Trend. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte der Ohrschwellung angegeben. P zeigt die statistische Signifikanz zur
Behandlung mit Basis Salbe. (b) 24 Stunden nach der Behandlung wurden die
behandelten Mausohren zur histologischen Analyse enthommen und mit Hamatoxylin-
Eosin angefarbt. Ohren, die mit der Basis Salbe behandelt wurden, zeigen ein verstarktes
dermales Odem im Vergleich zu Prednicarbat-behandelten Ohren. Non-CpG-5-PTO-
behandelte Ohren zeigen ein reduziertes dermales Odem, das vergleichbar mit dem der
Prednicarbat-behandelten Ohren ist, wohingegen CpG-1-PTO-behandelte Ohren eine
Ahnlichkeit mit den Basis Salbe-behandelten Ohren aufweisen. MaRstab = 100 um. (c)
24 Stunden nach der Behandlung wurden die behandelten Mausohren zur histologischen
Analyse entnommen und immunhistochemisch gegen infiltrierende Neutrophile gefarbt
(blaue Féarbung). Nach Behandlung mit Prednicarbat- oder Non-CpG-5-PTO-haltigen
Salben zeigt sich eine deutlich reduzierte Infiltration von Neutrophilen (blaue Zellen).
CpG-1-PTO-behandelte Ohren weisen dagegen keinen Unterschied zu Basis Salbe-
behandelten Ohren auf. Maf3stab = 100 pm. (d) Penetration von topisch auf rasierte
Maushaut applizierten Cy-3-markiertem CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO (100 uM) nach
zwei Stunden. Die ODN kénnen sowohl in der Epidermis als auch in supra-epidermalem
Gewebe detektiert werden. Maf3stab = 50 um.
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Histologische Analysen bestatigen die Ohrschwellen-Messungen
(Abbildung 3.12 b): Ohren, die mit Basis Salbe behandelt wurden, zeigen
ein massives dermales Odem verglichen mit Prednicarbat-behandelten
Ohren. Non-CpG-5-PTO-behandelte Ohren weisen ein deutlich
reduziertes dermales Odem auf, &hnlich dem der Prednicarbat-
behandelten Ohren. CpG-1-PTO-behandelte Ohren dagegen zeigen ein
dermales Odem vergleichbar mit dem der Basis Salbe-behandelten
Ohren. Immunhistochemische Analysen zeigen, dass die Mehrheit der
infiltrierenden Zellen Neutrophile darstellen (Abbildung 3.12 c¢). Diese
infiltrierenden Neutrophile sind vermehrt in den Schnitten der Basis Salbe-
behandelten und CpG-1-PTO-behandelten Ohren zu erkennen. Eine
deutliche  Verminderung der Neutrophilen-Infiltration  wurde in
Prednicarbat- oder Non-CpG-5-PTO-behandelten Ohren erreicht. Die
Penetration von CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO in Maushaut wurde
anhand topischer Applikation Fluoreszenz-markierter ODN (100 uM) auf
rasierte Maus-Ruckenhaut untersucht. Abbildung 3.12 d zeigt, dass beide
ODN bereits nach zwei Stunden in supra-epidermalem Gewebe
detektierbar sind.

3.6 ODN bewirken eine Induktion hauteigener anti-

mikrobieller Peptide mittels NF  kB-Aktivierung

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist bekannt, dass verschiedene
Inflammations-Mediatoren in der Lage sind, die Expression und Sekretion
von anti-mikrobiellen Peptiden in Keratinozyten zu induzieren
(Kippenberger et al. 2005; Glaser et al. 2005). Es sollte untersucht
werden, ob CpG- oder Non-CpG-ODN alleine oder in Kombination mit
bekannten Immunsystem-stimulierenden Substanzen in der Lage sind,
hauteigene anti-mikrobielle Peptide zu induzieren.

Hierfir wurden in einem Vorversuch HaCaT-Keratinozyten mit 6 uM CpG-
1-PTO oder Non-CpG-5-PTO, teilweise in Kombination mit 20 ng/ml TNFa

oder abgetdteten Zellen des Escherichia coli-Stammes DHb5a, fir 18
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Stunden inkubiert und zellfreie Uberstande in einen Hemmbhoftest, wie in
.Material und Methoden 2.16“ beschrieben, eingesetzt (Abbildung 3.13).
Sowohl von TNFa als auch von Bestandteilen von E. coli-Bakterien ist
bekannt, dass sie das Immunsystem stimulieren, also eine
Abwehrreaktion induzieren. Hier sollte getestet werden, ob CpG- und Non-
CpG-ODN alleine oder in Kombination mit diesen Immunstimulatoren
hauteigene anti-mikrobielle  Substanzen induzieren konnen. Als
Positivkontrolle wurde Gentamycin-haltiges Medium mitgeftihrt, welches
den grofiten Hemmhof auf ausplattierten DH5a-Zellen bildet (Abbildung
3.13 b).

Abbildung 3.13: ODN-stimulierte HaCaT-Keratinozyten sind in der Lage, anti-
mikrobielle Peptide zu synthetisieren. HaCaT-Keratinozyten wurden fir 18 Stunden
mit 6 uM CpG-1-PTO oder Non-CpG-5-PTO, teilweise in Anwesenheit von 20 ng/ml
TNFa oder abgetoteten Zellen des E. coli-Stamms DH5a inkubiert. Zellfreie
Kulturiiberstande wurden auf Filterpapier-Pléattchen gegeben und diese auf ausplattierten
DH5a-Zellen auf Agarplatten Uber Nacht inkubiert. Es folgte eine Auswertung der
Hemmhofe am nachsten Morgen. Wahrend unbehandelte Zellen (a) bereits ein basales
Level an anti-mikrobiellen Peptiden synthetisieren (Hemmhof = 3,5 mm), wird dies durch
Behandlung mit CpG-1-PTO (c) deutlich induziert (Hemmhof = 4,5 mm). Non-CpG-5-
PTO-induzierte Zellen (d) zeigen dagegen keine erhdhte Induktion anti-mikrobieller
Peptide (Hemmhof = 3,5 mm). Auch TNFa- (e) oder DH5a-behandelte Zellen (f) zeigen
keinen vergréRerten Hemmhof (Hemmhofe = 3,5 mm). Die Kombination aus TNFa und
CpG-1-PTO (g) fuhrt zu keiner Induktion anti-mikrobieller Peptide, verglichen zu nur CpG-
1-PTO-behandelten Zellen (Hemmhof = 4,5 mm). Die Kombination aus TNFa und Non-
CpG-5-PTO (h) zeigt dagegen eine deutliche Induktion anti-mikrobieller Peptide
(Hemmbhof = 4,5 mm). Die Kombination aus toten DH5a-Zellen und CpG-1-PTO (i) fihrt
zu keinem vergroRerten Hemmbhof, verglichen zu nur CpG-1-PTO-behandelten Zellen
(Hemmbhof = 4,5 mm). Die Kombination aus toten DH5a-Zellen und Non-CpG-5-PTO (j)
zeigt dagegen erneut eine deutliche Induktion anti-mikrobieller Peptide gegeniber nur
Non-CpG-5-PTO-behandelten Zellen (Hemmhof = 5,3 mm). Als Positiv-Kontrolle (b)
wurde Gentamycin-haltiges Medium verwendet (Hemmbhof = 9 mm).
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Es zeigt sich, dass bereits bei unbehandelten HaCaT-Keratinozyten in
Kultur anti-mikrobielle Substanzen im Zellkulturiberstand nachweisbar
sind. Diese sind durch die Behandlung der Zellen mit CpG-1-PTO, nicht
jedoch mit Non-CpG-5-PTO-Inkubation, induzierbar. Die Behandlung der
Zellen mit TNFa oder abgettteten DH5a fuhrt zu keiner erhdhten anti-
mikrobiellen Wirkung des Zellkulturiberstandes, hier sind die Hemmhofe
gleich dem der unbehandelten Zellen. Erst in Kombination mit CpG-1-PTO
oder Non-CpG-5-PTO zeigen diese beiden immunstimulierenden
Substanzen eine Wirkung und induzieren die anti-mikrobielle Wirkung der
Zellkulturtberstadnde (Abbildung 3.13 g-j). Hier kann sogar eine Steigerung
des Hemmhofs der Non-CpG-5-PTO behandelten Zellen vergroR3ert

werden.

Um die Expression anti-mikrobieller Peptide durch epidermale Zellen zu
untersuchen, wurden Phenion® 3D-Hautmodelle, wie unter ,Material und
Methoden 2.14" beschrieben, topisch mit CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-
CpG-5-PTO oder Non-CpG-6-PTO behandelt und fir 18 Stunden inkubiert
(Abbildung 3.14). Daraufhin wurden die Hautmodelle immun-
histochemisch, wie unter ,Material und Methoden 2.10.2* beschrieben,
gegen Psoriasin, HbD2 oder HbD3 gefarbt (rot, rot-braune Farbung) und
mit Hamatoxylin gegengefarbt (blauliche Farbung). Als Positivkontrolle
wurde PMA mitgeftihrt, das aus der Literatur als anti-mikrobielle Peptide
induzierend bekannt ist (Vankeerberghen et al. 2005). Psoriasin wird in
unbehandelten Hautmodellen nicht konstitutiv exprimiert, wird jedoch
durch eine Behandlung der Hautmodelle mit PMA, CpG-1-PTO, CpG-9-
PTO oder Non-CpG-6-PTO deutlich induziert und ist sowohl in den viablen
als auch abgestorbenen Schichten der Epidermis zu erkennen. Auch
HbD2 wird nicht konstitutiv exprimiert, erfahrt jedoch durch Behandlung
der Hautmodelle mit CpG-9-PTO eine deutliche Induktion und ist in den
viablen Schichten der Epidermis zu sehen. Eine schwachere Induktion ist
durch topische Applikation von PMA oder Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-
6-PTO sichtbar.
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Psoriasin HbD2 HbD3

PMA unbehandelt

CpG-1-PTO

Non-CpG-6-PTO Non-CpG-5-PTO CpG-9-PTO

L - \

Abbildung 3.14: Induktion von Psoriasin, HbD2 und HbD3 im Phenion ® 3D-
Hautmodell nach topischer Applikation verschiedener ODN. Die Hautmodelle
wurden, wie unter ,Material und Methoden 2.14" beschrieben, topisch fir 18 Stunden mit
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA), CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO oder
Non-CpG-6-PTO behandelt und danach immunhistochemisch gegen verschiedene
hauteigene anti-mikrobielle Peptide gefarbt (rot, rot-braun) und mit Hamatoxylin
gegengefarbt (blaulich). Psoriasin ist in unbehandelten Hautmodellen nicht detektierbar,
wird jedoch durch PMA-Behandlung und durch CpG-1-PTO-, CpG-9-PTO- und Non-CpG-
6-PTO-Applikation deutlich induziert. HbD2 scheint nur durch CpG-9-PTO deutlich
induziert zu werden, eine schwache Induktion ist bei Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-6-
PTO sichtbar. HbD3 liegt bereits in unbehandelten Hautmodellen konstitutiv vor, wird
jedoch durch CpG-1-PTO-, CpG-9-PTO- und Non-CpG-6-PTO-Behandlung deutlich
induziert, eine schwache Induktion ist auch durch Non-CpG-5-PTO hervorrufbar.
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HbD3 dagegen liegt bereits konstitutiv in den Hautmodellen vor, wie das
unbehandelte Hautmodell zeigt. Eine topische Applikation von PMA fuhrt
hier zu keiner Induktion der Expression, was in der Literatur bekannt ist
(Vankeerberghen et al. 2005), eine Behandlung mit CpG-1-PTO, CpG-9-
PTO oder Non-CpG6-PTO dagegen jedoch zu einer sehr deutlichen. Eine
schwache Induktion ist auch bei topischer Applikation von Non-CpG-5-
PTO sichtbar. HbD3 ist &hnlich dem Psoriasin in den tieferen viablen,

jedoch auch in den oberen Schichten der Epidermis zu erkennen.

Um eine genauere Aussage Uber die HbD2-Induktion treffen zu kdnnen,
wurden am Monolayer Luciferase-Reporter-Assays wie in Material und
Methoden 2.12 beschrieben, durchgefihrt.

Abbildung 3.15a zeigt die HbD2-Promoteraktivitdt in HaCaT-
Keratinozyten nach 18-stiindiger Inkubation mit 40 ng/ml TNFa oder CpG-
1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-PTO und Non-CpG-
6-PTO in den Konzentrationen 6 uM oder 12 uM.

Wahrend TNFa die Promoteraktivitat von HbD2 um knapp 30% steigert,
sind alle getesteten ODN in der Lage, bei einer Konzentration von 12 pM,
die HbD2-Promoteraktivitdt um mindestens 20% zu induzieren. Eine
Behandlung der Zellen mit 12 uM Non-CpG-5G-PTO flihrt sogar zu einer
Steigerung um 40%, eine Behandlung mit Non-CpG-6-PTO bereits bei 6
MM zu einer Induktion um 50%, bei 12 uM sogar um 70%.

Deutlich ist die Induktion der HbD2-Promoteraktivitdt auch bei der 18-
stindigen Inkubation von primaren Keratinozyten mit 40 ng/ml TNFa oder
CpG-1-PTO, CpG-9-PTO oder Non-CpG-6-PTO in den Konzentrationen 6
MM oder 12 pM zu erkennen (Abbildung 3.15 b). Hier zeigt bereits TNFa
eine Verdopplung der HbD2-Promoteraktivitat. Eine CpG-1-PTO-
Behandlung mit einer Konzentration von 6 uM fuhrt zu einer Induktion von
40%, bei einer Konzentration von 12 uM sogar um 80%. Auch das dazu
analoge Hexamer CpG-9-PTO zeigt eine Induktion bei 6 UM um bereits
60%, bei 12 uyM ebenfalls um 80%. Auf eine Non-CpG-6-PTO-Behandlung
folgt eine Induktion um 30% bei 6 uM und um 45% bei 12 uM.
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Abbildung 3.15: Induktion des HbD2-Promotors durch ODN. (a) HaCaT-
Keratinozyten wurden fiir 18 Stunden mit 40 ng/ml TNFa, CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-
CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-PTO oder Non-CpG-6-PTO in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert und anschlieRend in einen Luciferase-Reporter-Assay, wie in
.Material und Methoden 2.12" beschrieben, eingesetzt. Alle verwendeten ODN,
insbesondere Non-CpG-6-PTO sind in der Lage bei einer Konzentration von mindestens
12 uM, die Promoteraktivitat von HbD2 zu induzieren. (b) Primére Keratinozyten wurden
fur 18 Stunden mit 40 ng/ml TNFa, CpG-1-PTO, CpG-9-PTO oder Non-CpG-6-PTO in
den angegebenen Konzentrationen inkubiert und anschlieBend in einen Luciferase-
Reporter-Assay, wie in ,Material und Methoden 2.12“ beschrieben, eingesetzt. Alle
verwendeten ODN vermitteln eine konzentrationsabhangige HbD2-Promoter-Induktion.
*P<0,05; *P<0,01; ***P<0,001 im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Zellen.

Da beschrieben ist, dass einer Induktion hauteigener anti-mikrobieller
Peptide eine NFkB-Aktivierung vorausgeht (Baldwin 1996), wurde mittels

Luciferase-Reporter-Assay (Abbildung 3.16 a) und Elektrophoretic Mobility
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Shift Assay (EMSA) (Abbildung 3.16 b) die Induktion von NFkB durch
CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-PTO und Non-
CpG-6-PTO nach verschiedenen Inkubationszeiten untersucht. Fir eine
Analyse mittels Luciferase-Reporter-Assay (Abbildung 3.16 a) wurden
HaCaT-Keratinozyten mit 2, 4 oder 6 uM ODN fur 18 Stunden inkubiert.
Eine Behandlung der Zellen mit 20 ng/ml TNFa als Positivkontrolle
induziert die Aktivitdt von NFKB um 50%. Eine Zellbehandlung mit den 20-
meren CpG-1-PTO, Non-CpG-5-PTOP und Non-CpG-6-PTO weist eine
konzentrationsabhangige Induktion der NFkB-Aktivitat um bis zu 40% auf,
wohingegen die Hexamere CpG-9-PTO und Non-CpG-5G-PTO lediglich
eine geringe und nicht konzentrationsabhangige bis keine (Non-CpG-5G-
PTO) Induktion hervorrufen. Bei einer Messung der NFkB-Induktion nach
15- und 30-mindtiger Inkubation von 40 ng/ml TNFa oder 4 uM ODN
mittels EMSA (Abbildung 3.16 b) konnte jedoch gezeigt werden, dass
auch die Hexamere CpG-9-PTO, Non-CpG-5G-PTO in der Lage sind, eine
NFkB-Aktivierung zu induzieren. Dies spricht fir eine schnelle Aktivierung,
die vermutlich nach 18 Stunden bereits nicht mehr messbar ist. Eine
deutliche Induktion von NFkB zeigt sich auch bei Behandlung der Zellen
mit CpG-1-PTO, Non-CpG-5-PTO (hier jedoch erst nach 30 Minuten),
schwacher bei Non-CpG-6-PTO und Non-CpG-3-PTO, was zeigt, dass
hier eine spatere Aktivierung vorliegen kénnte, die dann nach 18 Stunden
im Luciferase-Reporter-Assay messbar ist (Abbildung 3.16 a).

Die beiden mitgefuhrten Kontrollen bestatigen die Spezifitat der
verwendeten NFkB-Sonde, da erstens eine Zugabe von Anti-NFkB zu der
TNFa-induzierten Probe (30 Minuten Inkubation) zum so genannten
L~Supershift (SuS) fuhrt. Hier lagert sich an die radioaktivmarkierte Sonde
zusatzlich der Antikorper, wodurch sich die Bande nach oben verschiebt.
Zweitens wurde in einem Ansatz zur TNFa-induzierten Probe (30 Minuten
Inkubation) zuséatzlich zur radioaktivmarkierten Sonde die gleiche NFkB-
Sonde ohne Radioaktivitat im Uberschuss zugegeben, so dass die
markierte Sonde verdrangt wurde und somit keine Bande mehr sichtbar
ist. Dies bedeutet, dass eine Entstehung der Banden im EMSA tatsachlich
durch die spezifische Bindung der radioaktivmarkierten NFkB-Sonde

hervorgerufen wird und nicht durch unspezifische Bindungsreaktionen.
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Abbildung 3.16: Induktion der NF  kB-Aktivitdt in HaCaT-Keratinozyten durch ODN.

(a) Zellen wurden fir 18 Stunden mit 20 ng/ml TNFa, CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-
CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-PTO oder Non-CpG-6-PTO in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert und Zelllysate anschlieend in einen Luciferase-Reporter-
Assay, wie in ,Material und Methoden 2.12“ beschrieben, eingesetzt. Eine starke
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB nach 18 Stunden ist durch CpG-1-PTO und
Non-CpG-6-PTO, a&hnlich der durch TNFa hervorgerufenen, induzierbar; eine
schwéchere auch durch Non-CpG-5-PTO. Die Hexanukleotide CpG-9-PTO und Non-
CpG-5G-PTO bewirken keine NFkB-Aktivierung nach 18 Stunden. *P<0,05; **P<0,005 im
Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Zellen. (b) Zellen wurden fur jeweils 15 oder 30
Minuten mit 40 ng/ml TNFa, 4 uM CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-
5G-PTO oder Non-CpG-6-PTO inkubiert und anschlieBend die NFkB-Aktivierung, wie in
.Material und Methoden 2.9“ beschrieben, mittels EMSA analysiert. Eine deutliche
Aktivierung von NFkB nach bereits 15 Minuten zeigt sich nach einer Behandlung mit
CpG-1-PTO, Non-CpG-5G-PTO und Non-CpG-6-PTO. Nach 30 Minuten induzieren auch
CpG-9-PTO und Non-CpG-5-PTO eine NFkB-Aktivierung. Die Kontrollen SuS
(Supershift), die mit der 30 Minuten-TNFa-Probe und NFkB-Antikdrper angesetzt wurde,
und KaS (Kalte Sonde), die mit der 30-Minuten-TNFa-Probe und kalter Sonde im
Uberschuss angesetzt wurde, bestétigen die Spezifitat der verwendeten NFkB-Sonde.

Um nun zu bestatigen, dass die zuvor gemessene Induktion der HbD2-
Promoteraktivitat (siehe Abbildung 3.15) direkt mit der ODN-vermittelten

Aktivierung von NFkB (siehe Abbildung 3.16) korreliert, wurden erneut
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HbD2-Luciferase-Reporter-Assays unter Verwendung eines NFkB-
Inhibitors durchgefuhrt (Abbildung 3.17).

HaCaT-Keratinozyten wurden mit 40 ng/ml TNFa oder 4 uM CpG-1-PTO,
CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-PTO oder Non-CpG-6-PTO,
teilweise in Anwesenheit des NFkB-Inhibitors SN50, fiur 18 Stunden
inkubiert. Ohne Inhibitor sind &hnliche Induktionen der HbD2-
Promoteraktivitaten durch die ODN sichtbar (Abbildung 3.17, linke Seite)
wie bereits in Abbildung 3.15 gezeigt.

In Anwesenheit des NFkB-Inhibitors SN50, der bereits zwei Stunden pra-
inkubiert wurde, ist eine deutliche Reduktion der TNFa-vermittelten HbD2-
Promoter-Induktion zu erkennen, bei allen ODN ist keine Induktion der
HbD2-Promoteraktivitat mehr messbar (Abbildung 3.17, rechte Seite).
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Abbildung 3.17: Eine NF kB-Inhibition verhindert eine ODN-vermittelte Induktion der
HbD2-Promoteraktivitdt. HaCaT-Keratinozyten wurden fur 18 Stunden mit 40 ng/ml
TNFa oder 4 uM CpG-1-PTO, CpG-9-PTO, Non-CpG-5-PTO, Non-CpG-5G-PTO oder
Non-CpG-6-PTO, teilweise in Anwesenheit des NFkB-Inhibitors SN50 (20 uM, zwei
Stunden Pré-Inkubation) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in einen Luciferase-
Reporter-Assay, wie in ,Material und Methoden 2.12" beschrieben, eingesetzt, um die
HbD2-Promoteraktivitdt zu bestimmen. Die deutliche Induktion der HbD2-
Promoteraktivitat vermittelt durch TNFa, CpG-1-PTO, CpG-9-PTO und Non-CpG-6-PTO
(linke Seite) wird durch die Inhibition von NFkB deutlich verringert oder vollstandig
abgewendet (rechte Seite). *P<0,05; **P<0,005 im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-
Zellen.
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4. Diskussion

4.1 ODN mit und ohne CpG-Motiv bewirken eine IL-8-

Suppression in vitro

Es ist bislang bekannt, dass CpG-ODN einen immunstimulierenden Effekt
ausuben, der mit der Ausschittung inflammatorischer Zytokine durch
Immunzellen einhergeht (Bird 1987; Hergersberg 1991). Neuere Studien
konnten belegen, dass auch ODN, die kein klassisches CpG-Motiv
beinhalten (so genannte Non-CpG-ODN), in der Lage sind, das
Immunsystem zu aktivieren (Vollmer et al. 2004). Andere Studien zeigten,
dass eine subkutane Injektion von CpG-ODN zu einer contact
hypersensitivity (Kontaktdermatitis; CHS-) Reaktion in Mausen fuhrt (Akiba
et al. 2004). Bislang liegen jedoch keine Studien vor, die sich mit der
Wirkung von CpG- und Non-CpG-ODN auf Keratinozyten beschéftigen. Da
einige Veroffentlichungen zeigen, dass der Rezeptor fir CpG-DNA TLR9
auch in humanen Keratinozyten exprimiert wird (Mempel et al. 2003; Miller
et al. 2005; Lebre et al. 2007; Dorn et al. 2007), liegt die Vermutung nahe,
dass CpG-ODN auch in der Haut relevante Informationen vermitteln.

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit konnte bereits erstmals
gezeigt werden, dass sowohl CpG- als auch Non-CpG-PTO-ODN an
humanen Keratinozyten (und anderen epithelialen Zellen) eine IL-8-
Suppression bewirken, wobei der Mechanismus ungeklart blieb. Innerhalb
der vorliegenden Promotionsarbeit wurde dieser Effekt nun naher
betrachtet.

Untersuchungen mit Deletionsmutanten zeigten, dass eine kritische Lange
von 16 Nukleotiden und mehr zu einer verstarkten IL8-Suppression
(konzentrationsabhangig) fuhrt. Auf3erdem konnte gezeigt werden, dass
die CpG- und Non-CpG-ODN-vermittelte IL-8-Suppression nicht durch
ineffektive Hexamere beeinflussbar ist (Abbildung 3.2), was die
Schlussfolgerung nahe legt, dass diese Sequenzen nicht um eine gleiche
(Rezeptor-) Bindestelle konkurrieren. Untersuchungen zu dem ODN-
Ruckgrat zeigten, dass ODN mit Phosphorothioat (PTO)-Bindungen zu
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einer verstarkten IL-8-Suppression fuhren, verglichen mit ODN, welche mit
Phosphodiester (PDE)-Rickgrat synthetisiert wurden. Dies kann dadurch
erklart werden, dass PTO-Bindungen vor dem Abbau durch Nukleasen
geschutzt sind und somit ihre Halbwertszeit in der Zellkultur (Stein et al.
1988; Ferreiro 2003) aber auch in vivo (Zhao et al. 1993; Agrawal et al.
1995) deutlich erhoht ist. Zudem ist an Immunzellen beschrieben, dass
PTO-Bindungen an sich bereits eine immun-modulatorische Wirkung
entfalten, da PTO-ODN effizienter in Zellen aufgenommen werden (Zhao
et al. 1993, 1994). Auch humane sowie murine B-Zellen werden durch
PTO-ODN - unabhangig des Vorhandenseins eines CpG-Motivs —
aktiviert (Zhao et al. 1996; Liang et al. 1996; Monteith et al. 1997;
Hutcherson und Glover 1998). Sester et al. (2000) gelang der Nachweis,
dass das PTO-Ruckgrat alleine einen immun-modulatorischen Effekt auf
Makrophagen austibt. Zu erklaren sind diese Effekte vermutlich durch eine
chemotaktische Aktivitat der PTO-ODN, die durch Aktivierung der p38
MAP Kinase, ERK (extracellular-signal regulated kinase) und PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) hervorgerufen wird, wie Baek et al. (2001) in
vitro zeigen konnten. Die Tatsache, dass das PTO-Rickgrat synthetischer
ODN an sich in der Lage ist, das Immunsystem zu aktivieren, wird
vermutlich durch den eingebauten Schwefel hervorgerufen. Dieser ist
bereits als stark reduzierendes Agens beschrieben, welches einen immun-
modulatorischen Effekt auf humane Makrophagen in vitro ausibt (Knorst
et al. 1996). Es ist also wahrscheinlich, dass der Schwefel in chemischen
Verbindungen vom angeborenen Immunsystem erkannt und als
Alarmsignal gewertet wird (Baek et al. 2001). Eine weitere Erklarung der
Immunstimulation  von  PTO-haltigen ODN, unabhangig vom
Vorhandensein von CpG-Motiven, liegt darin, dass PTO-ODN
maoglicherweise in der Lage sind, sich in die Bindetasche von TLR9
einzupassen und dabei teilweise die Struktur effizienter CpG-haltiger
Liganden nachahmen zu kénnen (Roberts et al. 2005). Im vorliegenden
Fall ist die verstarkte Wirkung der PTO-haltigen ODN vermutlich auf ein
erhohtes Bindungsvermdgen von PTO-haltigen Sequenzen an Proteine
(Baek et al. 2001) zurlckzufuhren (siehe auch 4.3 ,CpG- und Non-CpG-
ODN vermitteln ihre IL-8-suppressive Wirkung unabhéngig von TLR9%),
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oder durch die bereits angesprochene erhdhte Halbwertszeit durch den
Schutz vor einem Abbau durch Nukleasen.

Um dies genauer zu untersuchen, wurden Mixmere eingesetzt, die an
unterschiedlichen Stellen PTO-Bindungen innerhalb der Sequenz
enthalten. Die Ergebnisse, die in Abbildung 3.2 (d) dargestellt sind,
zeigen, dass ein Anteil von tber 50% PTO-Bindungen zu einer deutlich
erhohten IL-8-Suppression fihrt. PTO-Bindungen am 3’- und 5-Ende
schitzen vor einer Degradation durch Exonukleasen, wohingegen PTO-
Bindungen innerhalb der Sequenz vor einer Degradation durch
Endonukleasen schitzen. Da hier gezeigt werden konnte, dass PTO-
Bindungen ab einem Anteil von 50% unabhéngig ihrer Lage innerhalb der
Sequenz, zu einer erhdhten IL-8-Suppression fuhren, weist dies darauf
hin, dass die getesteten Sequenzen weder von Endo-, noch von
Exonukleasen favorisiert werden.

Der IL-8 supprimierende Effekt konnte nicht nur am Monolayer gezeigt
werden, sondern auch am Multilayer, wie eine immunhistochemische
Farbung CpG- und Non-CpG-ODN behandelter Hautmodelle zeigt. Hier
weist Non-CpG-5-PTO eine starkere IL-8-Suppression auf als CpG-1-PTO
(Abbildung 3.3), was die Daten am Monolayer bestatigt (Abbildung 3.1).

Dass IL-8 durch die Inkubation von CpG- oder Non-CpG-ODN auf
Keratinozyten supprimiert und nicht wie in Immunzellen induziert wird, ist
dadurch erklarbar, dass epidermale Zellen durch die Besiedelung der Haut
mit einer eigenen Mikroflora permanent mit bakterieller DNA konfrontiert
sind. Dies fuhrt vermutlich dazu, dass Hautzellen DNA gegeniber eine
Toleranz ausgebildet haben, wodurch permanente Entziindungs-
reaktionen, wie sie durch CpG- und Non-CpG-ODN in Immunzellen

ausgelost werden, unterbunden werden.
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4.2 ODN-Aufnahme, -Penetration und -Transport

Die Aufnahme von ODN in Zellen und ihr Transport innerhalb der Zellen
sind bislang immer noch weitestgehend unklar. Studien zeigen, dass ODN
mit einer Lange von 22 Nukleotiden die Zellmembran zellspezifisch
passieren konnen (Shi und Hoekstra 2004). Hacker et al. (1998) gelang
der Nachweis, dass sowohl CpG- als auch Non-CpG-ODN von J774-
Makrophagen mittels unspezifischer Endozytose aufgenommen werden.
Im néchsten Schritt gelangen die ODN in sauren Vesikeln ins Zytosol und
von dort zum Nukleus, wie von Tonkinson und Stein (1994) und Shi und
Hoekstra (2004) berichtet. Eine Ansduerung dieser Vesikel scheint von
wesentlicher Bedeutung fur die biologische Aktivitat der ODN (Hacker et
al. 1998). Abbildung 3.4 ist zu entnehmen, dass ODN verschiedener
Lange einen unterschiedlichen intrazellularen Transport zeigen. Die
beiden 20-mere CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO gelangen bereits nach
kurzer Zeit in die Zellen und sammeln sich in perinuklearen Clustern,
vermutlich endosomale Kompartimente, wie bereits von anderen Studien
beschrieben (Hacker et al. 1998; Shi und Hoekstra 2004). Die Hexamere
CpG-9-PTO und Non-CpG-5G-PTO dagegen gelangen sofort in den
Nukleus und die Nukleoli, in denen sie auch nach mehreren Stunden noch
sichtbar bleiben. Dass Non-CpG-5G-PTO vom Nukleus zuriick in das
Zytoplasma translozieren kann, wird von den Ergebnissen von Lorenz et
al. (2000) unterstiutzt, die zeigen, dass ODN in der Lage sind, ATP-
abhangig zwischen Nukleus und Zytoplasma zu pendein.

Des Weiteren zeigt Abbildung 3.5, dass nicht nur die Ladnge der ODN eine
wichtige Rolle wahrend der Aufnahme in die Zellen und dem Transport
innerhalb der Zellen spielt, sondern auch die Sequenz. Non-CpG-6-PTO
zeigt sich auch nach wenigen Stunden immer noch lediglich an der
Zelloberflache. Erst nach 18 Stunden ist es ebenfalls wie die 20-mere aus
Abbildung 3.4 in perinuklearen Clustern zu sehen. Diese Beobachtung
hangt vermutlich damit zusammen, dass Poly-G-Sequenzen in der Lage
sind, raumliche Strukturen auszubilden, die eine Aufnahme in die Zellen
wesentlich erschweren. Bei diesen Strukturen handelt es sich um so

genannte Tetraden (Abbildung 4.1 a) oder Quadruplexe, wenn es uber die
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plane Ebene hinaus geht (Abbildung 4.1 Db, c). Stabilisiert werden
Quadruplex-Strukturen tUber Hoogsteen-Wasserstoffbriicken (Gellert et al.
1962; Henderson et al. 1987, Han und Hurley 2000). Eine biologische
Funktion Uben diese Strukturen in der Stabilisierung von Telomer-
Regionen der Chromosomen aus. Hier ist ein Strang in 3’-Richtung mittels
Poly-G-Sequenzen verlangert und bildet G-Tetraden aus (Klobutcher et al.
1981). Es wurde herausgefunden, dass eine Verkirzung dieser Strukturen
in Alterungsprozessen und in der Krebs-Entwicklung eine wichtige Rolle
spielt (Harley et al. 1990; Hastie et al. 1990). Wie in Abbildung 4.1 zu
erkennen ist, kbnnen Quadruplexe intramolekular (Smith et al. 1995;
Wang und Patel 1995), aber auch intermolekular, das heil3t aus mehreren
ODN, gebildet werden (Kang et al. 1992; Smith und Feigon 1992) und

verschiedene Formen ausbilden.

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung einer G-Tetrade und G-Quadruplexen. (@)
Vier Guaninreste bilden mittels Hoogsteen Wasserstoffbriicken eine plane Struktur, die
G-Tetrade. (b) ODN mit langen G-reichen Wiederholungen kénnen Haarnadelstrukturen
ausbilden, welche wiederum zu Quadruplexen dimerisieren, die intramolekularer ,Stuhl“-
Quadruplexe genannt werden; oder sich antiparallel anlagern zu dem so genannten
intramolekularem ,Korb“-Quadruplexen. (c¢) ODN mit zwei oder mehr G-reichen
Wiederholungen kénnen Haarnadelstrukturen ausbilden, die sich an die eines anderen
Molekils zu einem intermolekularen Haarnadel-Dimer lagern, auch ,Stuhl“-Quadruplex
genannt; oder zu einem antiparallelen intermolekularen ,Korb“-Quadruplex. Ein
tetramolekularer paralleler G-Quadruplex kann aus vier ODN-Stréangen, die sich parallel
anlagern, entstehen. Jeder Quadruplex ist aus G-Tetraden aufgebaut, die in (b) und (c)
als graue Quadrate dargestellt sind (modifiziert nach Dapic et al. 2003).

Non-CpG-3-PTO verhéalt sich dagegen in der Aufnahme-Kinetik ahnlich
den Hexameren in Abbildung 3.4, bereits nach wenigen Minuten ist es in

den Nuklei der Zellen und spater auch in den Nukleoli detektierbar.
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Studien zeigen, dass ODN aus den endosomalen Kompartimenten in das
Zytosol gelangen und von dort aus passiv in den Nukleus diffundieren
konnen (Oberle et al. 2000; Shi and Hoekstra 2004). Hier kann eine
Sequenz-spezifische Hybridisierung an DNA oder RNA stattfinden
(Noonberg et al. 1993) oder aber auch eine Interaktion mit nuklearen
Komponenten wie beispielsweise den Histonen (Lukacs et al. 2000).
Abbildungen 3.4 und 3.5 zeigen, dass eine nukleare Akkumulation nur bei
den kurzen Hexameren CpG-9-PTO und Non-CpG-5G-PTO, sowie Non-
CpG-3-PTO zu finden ist.

Das Wissen um die Penetrations-Eigenschaften der ODN in
mehrschichtige Gewebe ist flr einen spateren therapeutischen Einsatz der
ODN von wesentlicher Bedeutung. Es wurden daher verschiedene ODN
auf ihre Penetration in das Phenion® 3D-Hautmodell hin untersucht
(Abbildung 3.6). Ahnlich dem Aufnahme-Verhalten der ODN in
Einzelzellen, zeigt sich auch hier, dass kurzere und weniger komplexe
Strukturen leichter aufgenommen werden, beziehungsweise penetrieren
konnen. Bereits nach einer halben Stunde sind die Hexamere, aber auch
CpG-1-PTO in viablen epidermalen und zum Teil auch in dermalen
Schichten detektierbar. Nur das sehr komplexe Non-CpG-6-PTO, das
auch bei der Aufnahme am Monolayer bereits mehrere Stunden nur an
der Zellperipherie zu erkennen war, zeigt keinerlei Penetration in
mehrschichtiges Gewebe; es ist auch nach 48 Stunden lediglich auf der
Oberseite der Epidermis sichtbar. Diese Beobachtung ist durch die
Ausbildung der sehr komplexen Quadruplex-Strukturen durch Poly-G-

Sequenzen, wie bereits erwahnt, zu erklaren.

4.3 CpG- und Non-CpG-ODN vermitteln ihre IL-8—
suppressive Wirkung unabhéangig von TLR9

TLRY, der als Rezeptor fur CpG-haltige ODN beschrieben ist (Hemmi et
al. 2000), liegt in der endosomalen Membran verankert vor, was dazu

fuhrt, dass eine Liganden-Internalisierung und ein Liganden-Transport
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zum Rezeptor stattfinden missen, bevor es zu einer Rezeptor-Liganden-
Bindung kommen kann (Krieg et al. 1995). Hacker et al. (1998) konnten
zeigen, dass eine Ansauerung endosomaler Vesikel fur die Wirkung von
CpG-DNA eine wichtige Rolle spielt.

Um zu uUberprifen, ob auch bei der IL-8-Suppression eine Ansduerung
endosomaler Vesikel, wie von Héacker et al. beschrieben, von Bedeutung
ist, wurden Bafilomycin und Chloroquine eingesetzt (Abbildung 3.7). Beide
Inhibitoren verhindern eine Endosomen-Reifung und -Ansduerung:
Bafilomycin A1 aus Streptomyces griseus blockiert die H*-lonen-Pumpen
der Vesikel und dadurch deren Anséuerung (Perez und Carrasco 1994)
und Chloroquine als starke Base fuhrt zu einem pH-Shift in den Vesikeln
(Ohkuma und Poole 1978). Da unter ,3.2 ODN-Aufnahme, -Penetration
und -Transport® eine Ansammlung der meisten ODN in perinuklearen
Clustern, vermutlich in endosomalen Vesikeln, gezeigt wurde, liegt es
nahe, dass diese auch bei einer ODN-vermittelten IL-8-Suppression eine
wichtige Rolle spielen. Ware dies der Fall, wirde der Einsatz der
genannten Inhibitoren zu einer verringerten IL-8-Suppression fuhren. Es
zeigte sich jedoch, dass eine Veranderung in Reifung oder Ansauerung
endosomaler Vesikel zu keiner Beeintrachtigung der ODN-vermittleten IL-
8-Suppression fuhrt (Abbildung 3.7). Beide 20-mere CpG-1-PTO und Non-
CpG-5-PTO weisen weiterhin eine deutliche IL-8-Suppression, auch in
Anwesenheit von Bafilomycin oder Chloroquine, auf. Dies lasst darauf
schlieRen, dass eine Aufnahme von ODN in das endosomale
Kompartiment und eine Bindung an den dort lokalisierten TLR9, in diesem

Fall fur ihre biologische Aktivitat nicht von Bedeutung ist.

Zur Validierung der Rolle von TLR9 bei der ODN-vermittelten IL-8-
Suppression, wurde CpG-1-PTO mit seinem komplementaren Strang
hybridisiert und anschlieend methyliert, da beschrieben ist, dass
bakterielle DNA unter anderem vom Immunsystem aufgrund fehlender
Methylierung des Cytidinrestes erkannt wird (Heeg et al. 1998; Hallman et
al. 2001). Solche und weitere epigenetischen Modifizierungen sind
charakteristisch fir das Sauger-Genom (Holliday 1987; Bonfils et al. 2000;
Delaval und Feil 2004) und werden daher nicht als ,fremd" identifiziert.
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Krieg et al. (1995) konnten nachweisen, dass eine Methylierung von CpG-
ODN 2zu einer verringerten Immunstimulierung fuhrt. In Abbildung 3.8 (a)
konnte jedoch gezeigt werden, dass methyliertes CpG-1-PTO den
gleichen IL-8-suppressiven Effekt auf Keratinozyten austbt wie das
unmethylierte ODN. Diese Ergebnisse belegen die obigen
Beobachtungen, dass hier ein TLR9-unabhangiger Mechanismus vorliegt.
Durch Transfektionsexperimente mit dominant-negativen Expressions-
Plasmiden fir TLR9 und dem Adapterprotein MyD88 konnten diese Daten
zusatzlich untermauert werden (Abbildung 3.8 b). Eine Beeinflussung
dieser wichtigen Komponenten des TLR9-Signalwegs zeigt keine
Auswirkung auf die CpG-1- und Non-CpG-5-PTO-vermittelte IL-8-
Suppression.

Um zu udberprufen, ob durch die verwendeten ODN Uberhaupt eine
transkriptionelle Regulierung von IL-8 ausgel6st wird, wurde mittels Real-
Time PCR die relative Menge an IL-8 mRNA unterschiedlich behandelter
Zellen im Vergleich zueinander bestimmt (Abbildung 3.8 d). Hier zeigt sich
keine Beeinflussung der IL-8 mMRNA in CpG-1-PTO- oder Non-CpG-5-
PTO-behandelten Zellen. Dies weist darauf hin, dass IL-8 in diesem Fall
post-transkriptionell beeinflusst wird, beispielsweise durch die Regulation
der IL-8-Sekretion. So wird diskutiert, ob IL-8 in sekretorischen Vesikeln
gespeichert und je nach Bedarf ausgeschuttet wird (Pellme et al. 2006).
Aul3erdem ist eine zellunabhangige funktionelle Regulation von IL-8 durch

eine direkte Wechselwirkung von IL-8 mit den verwendeten ODN denkbar.

Um dies zu Uuberprifen, wurden einerseits HaCaT-Keratinozyten mit
verschiedenen ODN Uber Nacht inkubiert; zum Vergleich dazu wurde
andererseits konditioniertes zellfreies Medium mit unterschiedlichen ODN
mit den gleichen Inkubationsbedingungen behandelt. Im Anschluss wurde
die Menge an IL-8 im zellfreien Kulturiberstand und im ODN-inkubierten
zellfreien Medium mittels ELISA, wie in ,Material und Methoden 2.3"
beschrieben, analysiert (Abbildung 3.9). Hier konnte gezeigt werden, dass
die Menge an IL-8 im Medium nach ODN-Inkubation, unabhangig vom
Vorhandensein von Zellen, reduziert wird. Dies lasst vermuten, dass eine

direkte physikalische Interaktion zwischen IL-8 und ODN stattfindet, die
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dazu fuhrt, dass IL-8 maskiert und somit nicht mehr im ELISA detektierbar
ist (siehe auch Abbildung 4.2). Da die IL-8 supprimierende Wirkung der
ODN bei Inkubation auf Zellen jedoch einen héheren Effekt erzielt (siehe
Non-CpG-6-PTO), was umso erstaunlicher ist, da in den Zellen fortlaufend
neues IL-8 produziert wird, finden hier vermutlich zwei verschiedene
Mechanismen statt: ein zellabhangiger und einer unabhangig von
lebenden Zellen. Um dies an einem weiteren Zytokin zu untersuchen,
wurden  einerseits  UVB-induzierte  Zellen, andererseits deren
konditioniertes zellfreies Medium, mit ODN unter sonst gleichen
Bedingungen inkubiert und anschlieRend zellfreie Uberstande zur IL-6
Analyse verwendet (Abbildung 3.10). Bei der Behandlung von Zellen mit
verschiedenen ODN zeigt sich auch hier eine signifikante IL-6-
Suppression. Im Unterschied zur IL-8-Suppression konnte hier jedoch
aulRer bei Non-CpG-6-PTO keine Suppression in Abwesenheit von Zellen
gezeigt werden. Bei IL-6 scheint also vorrangig eine zellabhangige
Suppression stattzufinden. Studien zeigten, dass das anti-inflammatorisch
wirkende Dexamethason (Klasse 2-Glukokortikoid), eine Repression der
IL-6-Expression in epithelialen Zellen bewirkt, in dem es eine Okklusion an
der Enhancer-Region und an weiteren Promoterelementen wie der TATA-
Box und RNA-Startsite innerhalb des IL-6-Promoters hervorruft (Krueger
et al. 1991). Moglicherweise spielen im Fall der IL-6-Suppression durch
die verwendeten ODN ebenso transkriptionelle Regulationen eine Rolle.

Die zellunabhangige IL-8-Suppression besteht vermutlich, wie bereits
erwéahnt, aus einer direkten Wechselwirkung zwischen ODN und IL-8. Bei
Betrachten des elektrostatischen Potentials beider Molekdle fallt auf, dass
IL-8, wie bereits in der Einleitung gezeigt, ein Uberwiegend positives
elektrostatisches Potential Uber die Oberflache verteilt aufweist. DNA-
Sequenzen verfugen dagegen Uber ein negatives elektrostatisches
Potential, welches eine Wechselwirkung mit IL-8 moglich macht. Dass
mobile Kationen durch DNA angezogen und daran gebunden werden und
somit zu einer DNA-Helix-Deformation fuhren, ist bereits beschrieben
(McConnell und Beveridge 2000). Auch eine Interaktion zwischen

Nukleinsduren und Proteinen, Enzymen oder Medikamenten ist bekannt
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(MacGregor 2002). Diese Komplexe werden meist durch sehr stabile,
nicht-kovalente Bindungen ausgebildet; hier spielen elektrostatische
Interaktionen die wesentliche Rolle. Abbildung 4.2 zeigt die bereits aus der
Einleitung bekannte schematische Darstellung des tberwiegend positiven
elektrostatischen Potentials von IL-8 (blau dargestellt) und eine mdgliche
Interaktion mit DNA-Fragmenten (gelb dargestellt).

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des elektrostatischen Potentials von IL-8

und eine mogliche Wechselwirkung mit DNA. Mittels ,Swiss-Pdb Viewer* (Guex und
Peisch 1997) kann das Potential von IL-8 grafisch dargestellt werden; eine blaue Farbung
steht fiir ein positives elektrostatisches Potential, eine rote Farbung fiir ein negatives und
weild fir ein neutrales. Die Wechselwirkung mit DNA (gelb) wird durch deren negatives
elektrostatisches Potential ermoglicht (Abbildungen nach Dr. Andreas Bock).

Auch die in Abbildung 3.1 gezeigte kritische Lange von 16 Nukleotiden,
welche zur verstarkten IL-8-Suppression fuhrt, und die in Abbildung 3.2
gezeigte erhohte IL-8-Suppression durch PTO-Bindungen im DNA-
Ruckgrat, lasst sich mit einer Interaktion von IL-8 und ODN in Einklang
bringen. Mdglicherweise ist diese kritische Lange der ODN fir eine
Bindung und Maskierung von IL-8 nétig, um einen reduzierten IL-8-Level
im ELISA zu verursachen. Des Weiteren ist bekannt, das PTO-Bindungen
eine hoéhere Bindungsaffinitat zu Proteinen aufweisen als PDE-Bindungen
(Baek et al. 2001), was ebenfalls eine Interaktion von IL-8 und ODN
verstarkt.

Eine funktionelle Hemmung von IL-6 oder IL-8 ist durch diese Ergebnisse
noch nicht nachweisbar, weshalb CpG-1-PTO und Non-CpG-5-PTO im
lebenden System (Kontaktdermatitis-Mausmodell) auf ihre mdgliche anti-
inflammatorische Wirkung hin untersucht wurden (siehe 3.5 und 4.5 ,Non-

CpG-5-PTO bt einen anti-inflammatorischen Effekt in vivo aus*)
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4.4 ODN-vermittelte Effekte auf DNA-Synthese und LDH-
Ausschittung

Des Weiteren wurde Uberprift, ob ODN bei HaCaT-Keratinozyten zu einer
veranderten DNA-Synthese oder zu zytotoxischen Reaktionen (messbar
durch eine LDH-Ausschittung) fuhren. Hierzu wurde der BrdU-Einbau in
die DNA gemessen (siehe ,Material und Methoden 2.7%) und ein LDH-Test
(siehe ,Material und Methoden 2.8“) durchgefihrt. Die DNA-Synthese (und
somit die Proliferation) der HaCaT-Keratinozyten scheint lediglich durch
die beiden ODN Non-CpG-5-PTO und Non-CpG-5G-PTO marginal
beeinflusst zu werden (Abbildung 3.11a). Eine vermehrte LDH-
Ausschuttung ist bei keinem der getesteten ODN nachweisbar (Abbildung
3.11 b). Dies bestéatigt die Annahme, dass eine IL-8-Reduktion nicht durch
Proliferations-Anderungen der Zellen oder durch eine zytotoxische
Wirkung der ODN und somit Uber eine veranderte Zellzahl, zustande

kommt.

4.5 Non-CpG-5-PTO dbt einen anti-inflammatorischen

Effekt in vivo aus

Um zu uberprifen, ob die in vitro-Ergebnisse, die in einem reduzierten
Zellsystem gefunden wurden, auch auf die wesentlich komplexere in vivo-
Situation zutreffen, wurden eine CpG-1-PTO- und eine Non-CpG-5-PTO-
haltige Salbe im Kontaktdermatitis-Mausmodell getestet (Abbildung 3.12).
Die in vitro-Daten konnten bislang keinen funktionellen Nachweis einer
anti-inflammatorischen Wirkung der ODN geben. Dieser sollte daraufhin in
einem Kontaktdermatitis-Mausmodell erbracht werden.

Zur Vermittlung eines Kontaktekzems wurde DNFB verwendet, welches
nach Komplettierung zum Vollantigen durch Bindung an Proteine von den
Langerhanszellen in der Haut erkannt wird. Daraufhin folgt eine
Antigenprasentation und Ausschuttung von IL-1 aus Langerhanszellen

und Keratinozyten, was wiederum zur Stimulation spezifischer T-
Annette Dorn Seite 112




Diskussion

Lymphozyten, welche dann als Memory-T-Zellen im Organismus
zirkulieren, fuhrt (Saint-Mezard et al. 2004). Dieser Vorgang bendétigt
mindestens funf Tage und wird als Sensibilisierung bezeichnet. Bei
erneutem Kontakt mit DNFB kommt es nach 24 bis 72 Stunden zur
Proliferation und Aktivierung von allergenspezifischen Effektor-T-Zellen,
welche verschiedene pro-inflammatorische Zytokine ausschutten. Dieser
Vorgang wird als Re-Exposition bezeichnet. Dadurch wird die Migration
von Leukozyten aus den umliegenden GefaRen in das betroffene
Hautareal ausgel6st; es bildet sich ein entzindliches Infiltrat, klinisch
entsteht das Bild eines allergischen Kontaktekzems (Budinger und Hertl
2000; Saint-Mezard et al. 2004).

Eine topische Behandlung mit 1,4% Non-CpG-5-PTO-haltiger Salbe 60
Minuten nach der Re-Exposition von DNFB fiihrt zu einem verminderten
Kontaktekzem, wohingegen die 1,4% CpG-1-PTO-haltige Salbe lediglich
einen nicht signifikanten Trend zeigt (Abbildung 3.12). Diese Ergebnisse
liefern die funktionelle Bestatigung der in vitro-Daten, in denen auch Non-
CpG-5-PTO eine deutlich starkere IL-8-Suppression aufweist als die CpG-
1-PTO-vermittelte (Abbildung 3.1).

Dies scheint den Ergebnissen von Akiba et al. (2004) zu widersprechen,
da diese Gruppe zeigen konnte, dass eine subkutane CpG-ODN-Injektion
eine CHS-Reaktion auslost. Hier spielt jedoch vermutlich die Form der
ODN-Applikation eine wichtige Rolle: eine systemische oder subkutane
Applikation von ODN bewirkt eine Immunantwort, die mit dem Ausschutten
verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-6 und IL-8
einhergeht (Marshall et al. 2005). Dieser Effekt ist vermutlich durch die
Bindung von ODN an TLR9 vermittelt. Sobald ODN die Barriere Haut
Uuberwunden haben und vom Korper als ,fremd” und potentiell pathogen
erkannt werden, scheinen sie eine inflammatorische Immunantwort
auszulésen. Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tiermodell
bewirken die topisch applizierten ODN dagegen eine Suppression der
Immunantwort.

Es ist anzunehmen, dass aufgrund der eigenen Mikroflora die Haut einer
permanenten Konfrontation mit bakterieller DNA ausgesetzt ist. Je nach

Kdrperregion spezialisiert und abhangig vom Alter des Individuums sind

Annette Dorn Seite 113



Diskussion

dauerhafte Hauptvertreter der hauteigenen humanen Mikroflora zum
Beispiel Mikrokokken-Spezies, Staphylokokken, aerobe und anaerobe
Coryneforme-Bakterien, sowie Pityrosporum-Spezies (Korting et al. 1988).
Dies und die Tatsache, dass die Haut zudem besténdig mit hauteigener
DNA, die im Rahmen der terminalen Differenzierung auftritt, konfrontiert
ist, fuhrt zu der Annahme, dass die Haut DNA gegentber eine Toleranz
ausgebildet hat. Entziindungsreaktionen, wie sie durch CpG- aber auch
Non-CpG-ODN in Immunzellen ausgelost werden, sind in diesem
Zusammenhang auf der Haut nicht winschenswert, da sie aufgrund der
permanenten Prasenz von DNA auf der Haut, fortwdhrend auftreten
wirden. Trotzdem spielt die Immunantwort gegen pathogene
Mikroorganismen auf der Haut eine essentielle Rolle, wie an der Induktion
hauteigener AMPs durch ODN gezeigt wurde (siehe 3.6 und 4.6 ,ODN
bewirken eine Induktion hauteigener anti-mikrobieller Peptide mittels
NFkB-Aktivierung").

4.6 ODN bewirken eine Induktion hauteigener anti-

mikrobieller Peptide mittels NF  kB-Aktivierung

Weiterfuhrend wurde untersucht, ob CpG- oder Non-CpG-ODN in der
Lage sind, anti-mikrobielle Substanzen in HaCaT-Keratinozyten und in
mehrschichtigen Geweben (im Hautmodell) zu induzieren. Dies war
deshalb von Interesse, da Uberprift werden sollte, ob Keratinozyten eine
allgemeine Toleranz gegenuber bakteriellen Produkten, wie CpG-DNA,
aufweisen, oder ob lediglich Entziindungsreaktionen unterbunden werden,
eine Abwehrreaktion, wie die Induktion hauteigener anti-mikrobieller
Produkte, jedoch stattfindet. Es gelang erstmals der Nachweis, dass durch
alleinige CpG- und Non-CpG-ODN-Inkubation, verstarkt jedoch durch die
Kombination aus ODN und anderen immunstimulierenden Faktoren wie
TNFa oder abgetotete Zellen des Escherichia coli-Stammes DH5q, eine

Induktion anti-mikrobieller Substanzen erzielt werden kann, wobei eine
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nahere Spezifizierung innerhalb dieses ersten Tests nicht méglich war
(Abbildung 3.13).

Die Induktion von AMPs durch CpG- und Non-CpG-ODN ist umso
erstaunlicher, da als Induktoren hauteigener AMPs bislang einige
Inflammationsparameter, wie beispielsweise Zytokine, beschrieben sind
(Yang et al. 2001; Ganz 2003; Duits et al. 2003; Proud et al. 2004;
Sorensen et al. 2005; Glaser et al. 2005). Des Weiteren waren CpG- und
Non-CpG-ODN bislang hauptsachlich an Zellen des Immunsystems als
immun-stimulierende TLR9-Liganden bekannt (Madsen et al. 1991; van
den Broek et al. 1995; Medzhitov und Janeway 1997; Pfeffer et al. 1998;
Hemmi et al. 2000; Biron 2001; Schittek et al. 2001; Ganz 2003).

Um die Induktion einiger hauteigener AMPs naher zu bestimmen, wurden
Hautmodelle mit unterschiedlichen ODN inkubiert und immunhisto-
chemisch gegen die bekannten hauteigenen AMPs HbD2, HbD3 und
Psoriasin gefarbt (Abbildung 3.14). Dabei konnte gezeigt werden, dass
eine Inkubation der Hautmodelle mit unterschiedlichen ODN eine
Induktion der genannten AMPs auslost. Die Inkubation mit verschiedenen
ODN fuhrt auch zu einem unterschiedlich ausgepragten Induktionsmuster
von Psoriasin, HbD2 und HbD3, was auf eine Sequenzspezifitat hinweist.
Im Falle von Non-CpG-6-PTO beispielsweise kénnte eine abweichende
Induktion an dem geringen Penetrationsverhalten der Sequenz liegen. Im
Falle von Psoriasin und HbD3 scheint eine geringe Penetration und das
Verweilen auf der Epidermis nicht hinderlich fur eine Induktion zu sein, bei
HbD2 fuhrt dies jedoch zu keiner Induktion. Mdglicherweise ist hier das
Vordringen der ODN zu viablen Schichten der Epidermis und der Dermis

von grol3erer Bedeutung.

Die Ergebnisse der HbD2-Promotorstudie am Monolayer (Abbildung 3.15)
zeigen dagegen, dass auch Non-CpG-6-PTO zu einer sehr starken
Induktion des HbD2-Promotors in der Lage ist, sowohl an HaCaT-Zellen
als auch an primaren Keratinozyten. Dies konnte dadurch erklart werden,
dass Non-CpG-6-PTO hier bereits an viablen Zellen lokalisiert vorliegt und
somit die HbD2-Induktion auslésen kann, wozu es am Hautmodell nicht in

der Lage ist. Auch alle anderen getesteten ODN zeigen eine Induktion von
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HbD2. Daraus folgt, dass die verwendeten ODN von den Zellen als
.Fremd-Faktoren“ erkannt und die notigen Abwehr-Signale angeschaltet

werden.

Die Regulation von HbD2 wahrend einer Infektion oder Inflammation
erfolgt, wie in der Einleitung erwahnt, NFkB-abhangig (Baldwin 1996; Liu
et al. 1997, 1998). Bei NFkB handelt es sich um einen Transkriptions-
faktor, der in nahezu allen Zellen im inaktiven Zustand — gebunden an
IkKB— im Zytoplasma zu finden ist (Bauerle und Baltimore 1996).
Stimulierung durch Zytokine, Chemokine, virale oder bakterielle
Komponenten, oder stressinduzierte Agenzien fuhrt zur Phosphorylierung
von IkB, was zu einer Polyubiquitinierung dieses Proteins und somit zu
dessen Abbau fuhrt. Dadurch wird NFkB freigesetzt und kann in den
Nukleus translozieren, wo es an Promoter-spezifische kB Konsensus-DNA
Elemente bindet und — oft im Zusammenspiel mit weiteren Coaktivatoren —
die Expression der nachgeschalteten Gene induziert (zusammengefasst in
Zhou et al. 2005). Die meisten aktiven Formen von NFkB induzieren eine
Genexpression, es gibt jedoch auch Untereinheiten, denen eine
Transaktivierungsdomane fehlt, wodurch es hier trotz Aktivierung und
Translokation in den Nukleus zu einer Repression NFkB-abhangiger Gene
kommt (Ghosh und Karin 2002).

Um zu Uberprifen, ob sowohl CpG- als auch Non-CpG-ODN trotz einer IL-
8-Suppression in vitro und einer anti-inflammatorischen Wirkung in vivo
zur Aktivierung von NFkB fihren, die mdoglicherweise die Induktion von
HbD2 verursacht, wurden HaCaT-Keratinozyten mit ODN behandelt und
die Aktivierung von NFkB mittels EMSA nach 15 und 30 Minuten und
mittels funktionellem Nachweis Uber einen Luciferase-Reporter-Assay
nach 18 Stunden gemessen (Abbildung 3.16). Hier konnte gezeigt
werden, dass eine Behandlung mit verschiedenen ODN (ber
unterschiedliche Inkubationszeiten zu einer deutlichen Aktivierung von
NFkB flhrt. Dies bestétigt die Hypothese, dass die verwendeten CpG- und
Non-CpG-ODN von den Zellen als ,fremd" und als ,Gefahrsignal“ erkannt

werden, was zur Aktivierung von NFkB fihrt.
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass diese ODN-vermittelte
Aktivierung von NFkB tatsachlich, wie in der Literatur beschrieben
(Baldwin 1996), in direktem Zusammenhang mit der ODN-vermittelten
HbD2-Induktion steht (Abbildung 3.17). Mit Hilfe eines NFkB-Inhibitors
kann die Induktion von HbD2 nach ODN-Inkubation an HaCaT-
Keratinozyten inhibiert werden. Dies zeigt, dass die verwendeten ODN
von den Zellen als ,fremd* und potentiell gefahrlich erkannt werden,
woraufhin  NFKB aktiviert wird, welcher seinerseits die Synthese
hauteigener AMPs induziert.

Die Regulation von HbD2 durch NFkB ist jedoch komplex; eine Aktivierung
von NFkB alleine muss nicht zwangslaufig zu einer Induktion von HbD2
fuhren, wie an intestinalen Epithelzellen gezeigt wurde. Wéahrend eine
NFkB-Aktivierung durch IL-1 und bakteriellem Flagellin zur Transkription
des HbD2-Gens fuhrt (O’'Neil et al. 1999, 2002; Ogushi et al. 2001;
Takahashi et al. 2001), wird dies beispielsweise an diesen Zellen durch
den NFkB-Aktivator LPS nicht erreicht (O’Neil et al. 1999, 2002; Fahlgren
et al. 2003). Dies ist moglicherweise dadurch erklarbar, dass
unterschiedliche Adapterproteine in den Signalwegen verwendet werden:
IL-1 und Flagellin agieren tGber TRAF-6 (Bradley und Pober 2001; Chung
et al. 2002; O’Neill 2002), wohingegen LPS lUber TRAF-2 agiert (Bradley
und Pober 2001; Wajant und Scheurich 2001; Chung et al. 2002). Es
scheint also, dass bereits vor der eigentlichen Aktivierung von NFkB im
Signalweg andere Faktoren eine wichtige Rolle spielen, die zusatzlich
Uber die Regulation des HbD2-Gens entscheiden. Weitere Studien
zeigten, dass eine NFkB-abhangige Induktion der HbD2-Expression
ausgelost durch Zytokine oder bakterielle Bestandteile, oft Uber eine Co-
Aktivierung von AP-1, der MAP-Kinase oder der Protein-Kinase C (PKC)
verlauft (Krisanaprakornkit et al. 2002; Tsutsumi-Ishii und Nagaoka 2002,
2003; McDermott et al. 2003; Jang et al. 2004; Chung und Dale 2004;
Wehkamp et al. 2004; Donnarumma et al. 2004). Diese Ergebnisse lassen
die Schlussfolgerung zu, dass TRAF-6 womdglich weitere Mediatoren
aktiviert und dass nur dieses Zusammenspiel zu einer HbD2-Induktion
fuhrt.
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Wie bereits erwahnt, sind TLRs nach Aktivierung durch ihren spezifischen
Liganden fir eine schnelle Transkriptions-Induktion von Genen, die fur
Proteine der Wirtsabwehr kodieren, verantwortlich. Zu diesen gehért auch
die Familie der AMPs (Lemaitre et al. 1996; Anderson 2000). Da auch
PTO-ODN ohne CpG-Motiv zu einer Aktivierung von TLR9 in der Lage
sind (Vollmer et al. 2004), kénnen die in dieser Arbeit verwendeten CpG-
und Non-CpG-PTO-ODN madglicherweise TLR9 aktivieren, der einen
Signalweg auslost, der zur Aktivierung von NFkB und somit zur Induktion
von HbD2 fihrt. Diese NFkB-Aktivierung fuhrt jedoch hier nicht zur
Induktion des IL-8-Gens, da die relative Menge an IL-8 mMRNA durch ODN-
Behandlung der Zellen nicht beeinflusst wird (mittels Real-Time PCR
gezeigt, Abbildung 3.8).

Dieses Phanomen kann einerseits dadurch erklart werden, dass das IL-8-
Gen nicht nur von NFkB reguliert wird (Kasahara et al. 1991), sondern
noch verschiedene weitere Bindesequenzen in der Promoterregion
aufweist (siehe auch Abbildung 4.3). IL-8 wird basal von nicht-induzierten
Zellen sekretiert, seine Synthese kann jedoch nach einem Stimulus durch
Zytokine wie TNFa oder IL-1 (Kasahara et al. 1991; Brasier et al. 1998),
bakterielle (Aihara et al. 1997; Hobbie et al. 1997) oder virale Produkte
(Murayama et al. 1997; Mastronarde et al. 1998) und zellularem Stress
(DeForge et al. 1993; Shapiro und Dinarello 1995; Lee et al. 1997; Sonoda
et al. 1997) rapide ansteigen. Wahrend manche Stimuli wie IL-1 oder
TNFa eine mehr als 100-fache Hochregulation erreichen (Kasahara et al.
1991; Murayama et al. 1997; Sonoda et al. 1997; Brasier et al. 1998),
bewirken manche bakteriellen Komponenten oder EGF lediglich eine
moderate Induktion von funf- bis zehnfach erhohter Sekretion (Aihara et
al. 1997; Hobbie et al. 1997; Holtmann et al. 1999). Dieses
unterschiedliche Induktionsmuster muss durch intrazellulare Signalwege
exakt reguliert werden. So wurde gefunden, dass die Promotersequenz
von IL-8, wie bereits erwéhnt, nicht nur die Bindesequenz fir NFkB
enthalt, welche fur die IL-8-Expression essentiell ist, sondern auch die fur
AP-1 und C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein), die fur eine

maximale Expression benotigt werden (Kasahara et al. 1991; Aihara et al.
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1997; Hobbie et al. 1997; Murayama et al. 1997; Lee et al. 1997, Brasier
et al. 1998; Mastronarde et al. 1998) (siehe Abbildung 4.3).

In unstimulierten Zellen unterliegt der IL-8-Promoter einer Repression,
welche hauptsachlich durch zwei Mechanismen ausgelost wird: erstens
durch die Bindung des NFkB-repressing factor (NRF) an das negative
regulatorische Element, welches sich mit der NFkB-Bindestelle
Uberschneidet (Nourbakhsh et al. 2001); und zweitens durch die Bindung
des Oktamer-1 (OCT-1) an die Oktamer-Bindestelle am komplementaren
Strang in entgegengesetzte Richtung zur C/EBP-Bindestelle (Wu et al.
1997). Durch einen Stimulus wie TNFa oder IL-1 transloziert NFKB in den
Nukleus und bindet an seine spezifische Bindestelle in der Nadhe von NRF
(Stein und Baldwin 1993; Chen et al. 1998; Nourbakhsh et al. 2001).

£ v
AP-1 NRF
\/

gatgactcaggtttgccctgaggggatgggccatcagttgca_a__a_tcgtggaam.............tataaa
M\
ocT-1
Repression Derepression
(Kein Stimulus) (IL-1; TNF)

0 G0 edb

gatgactéaggtttgccctgaggggatgggecatcagtigcaaatcgtggaatttectetga.............tataaa

Abbildung 4.3: Regulation von basaler und induzierter IL-8-Transkription.
Dargestellt ist ein Teil des IL-8-Promoters mit seinen verschiedenen regulatorischen
Regionen. ldentifizierte Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren sind grau unterlegt. Die
Repression des IL-8-Promoters in unstimulierten Zellen wird durch zwei Mechanismen
ausgel6st: erstens durch die Bindung des NFkB-repressing factor (NRF) an das negative
regulatorische Element, welches sich mit der NFkB-Bindestelle Uberschneidet
(durchgezogene Linie); und zweitens durch die Bindung des Oktamer-1 (OCT-1) an die
Oktamer-Bindestelle am komplementaren Strang in entgegengesetzte Richtung zur
C/EBP-Bindestelle (gestrichelte Linie). Durch Stimuli (TNFa oder IL-1) transloziert NFkB
in den Nukleus und bindet an seine spezifische Bindestelle bei NRF, wodurch dieser vom
Repressor zum Coaktivator wird. OCT-1 wird durch C/EBP ersetzt und AP-1 und NFkB
signalabhéangig phosphoryliert. Dieses Zusammenspiel der Faktoren initiiert die
Transkription von IL-8. (Modifiziert nach Hoffmann et al. 2002).

Dadurch verliert NRF seine Repressor-Funktion und agiert als Coaktivator
(Nourbakhsh et al. 2001). OCT-1 wird durch C/EBP ersetzt und AP-1 und
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NFkB signalabhangig phosphoryliert. Diese unterschiedlichen Faktoren
missen zusammenspielen, um die Transkription von IL-8 zu initiieren.

In der vorliegenden Arbeit bewirken die verwendeten CpG- und Non-CpG-
ODN eine zellabhangige NFkB-Aktivierung, welche die Expression von
HbD2 sequenzabhangig induziert, jedoch nicht zur Induktion von IL-8
fuhrt. Dies kdnnte durch das Fehlen von wichtigen Coaktivatoren oder, wie
bereits beschrieben, durch unterschiedliche NFkB-Untereinheiten, welche
die Repression NFkB-abhangiger Gene bewirken (Ghosh und Karin 2002),
ausgelost werden. Als zweite Komponente wird zellunabhangig
sekretiertes IL-8 maskiert, wodurch es in vitro im ELISA nicht mehr
detektierbar ist und moglicherweise in vivo zu einem anti-
inflammatorischen Effekt fihrt.

Des Weiteren konnten Wang X et al. (2003) an Lungenepithelzellen eine
TLR2-abhangige Induktion von HbD2 nachweisen. Hier scheint die NFkB-
Aktivierung, die durch PAMPs hervorgerufen wird, Uber den TLR-
Signalweg zu verlaufen. Die Vermutung liegt nahe, dass dieser Signalweg
dann jedoch in epithelialen Zellen zwar zur Aktivierung von Genen fihrt,
die der Abwehr dienen, zu denen die der AMPs gehoéren, nicht jedoch zu

denen, deren Produkte eine Entztindungsreaktion hervorrufen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CpG- und Non-CpG-PTO-ODN
eine Aktivierung von NFkB bewirken, welche eine HbD2-Expression
induziert. Eine Expressionsinduktion des IL-8-Gens findet nicht statt,
eventuell aufgrund fehlender Coaktivatoren. Gleichzeitig geschieht jedoch
eine direkte Wechselwirkung der ODN mit sekretiertem IL-8, wodurch es
zur Maskierung und damit zur Suppression in vitro und mdglicherweise

auch zur Anti-Inflammation in vivo kommt.
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4.7 Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen erstmals, dass sowohl CpG- als auch
Non-CpG-PTO-ODN eine IL-8-Suppression an humanen Keratinozyten in
vitro und eine anti-inflammatorische Wirkung bei topischer Applikation in
vivo entfalten. Des Weiteren gelang erstmals der Nachweis, dass sowohl
CpG- als auch Non-CpG-PTO-ODN mittels NFkB-Aktivierung eine
Induktion von HbD2 hervorrufen.

Offen bleibt der exakte Mechanismus dieser Regulation, da trotz NFkB-
Aktivierung eine IL-8-Suppression stattfindet. Es konnte gezeigt werden,
dass diese TLR9-unabhéngig verlauft und vermutlich durch direkte
Wechselwirkungen der ODN mit IL-8 ausgeldst wird. Ungeklart bleibt
jedoch die Frage, warum IL-8 trotz NFkB-Aktivierung nicht induziert wird.
Dieses Phanomen ist bislang nur theoretisch zu erklaren. Zur weiteren
Aufklarung sollten hierzu NFkB-Studien durchgefuhrt werden, die genauen
Aufschluss dartber geben, welche Untereinheiten von NFkB durch die
hier verwendeten ODN aktiviert werden und ob Coaktivatoren oder
Repressoren eine Rolle spielen. Dies ist sinnvoll, da einerseits Ghosh und
Karin (2002) herausfanden, dass spezielle Untereinheiten von NFkB bei
einer Aktivierung statt der zu erwartenden Expressions-Induktion zu einer
Repression NFkB-abhangiger Gene fuhrten. Andererseits ist zudem
bekannt, dass eine NFkB-Aktivierung alleine nicht zu einer prazisen
Regulation eines Gens ausreicht, sondern andere coaktivierende Faktoren
eine wesentliche Rolle spielen (zusammengefasst in Hoffmann et al.
2002).

Eine Vielzahl von Studien belegt, dass bei der Aktivierung von TLR9 durch
ODN der Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert wird und somit Gene, deren
Produkte fur die Wirtsabwehr benétigt werden, induziert werden (Hemmi et
al. 2000; Goldberg et al. 2000; Bauer et al. 2001; Takeshita et al. 2001).
Da auch AMPs zu Bestandteilen der Wirtsabwehr z&hlen (Lemaitre et al.
1996; Anderson 2000) und an Lungenepithelzellen bereits eine TLR2-
abhangige Induktion von HbD2 gefunden wurde (Wang X et al. 2003), liegt
hier ein interessanter Ansatzpunkt fur zuklnftige Forschungsarbeiten: das
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Untersuchen einer TLR9-Abhangigkeit der HbD2-Induktion in
Keratinozyten und die dabei beschrittenen Signalwege bis hin zur

Aktivierung von NFkB.

Ein weiteres wichtiges Thema dieser Dissertation ist auch das Aufnahme-
und Penetrationsverhalten der ODN. Hier gelang der Nachweis einer
Sequenz- und Langen-abhangigen Aufnahme der ODN in Monolayer und
in mehrschichtige komplexe Gewebe, welche mittels 3D-Hautmodell
nachgestellt wurden. Diese Ergebnisse sind fiur einen therapeutischen
Einsatz der ODN von hohem Interesse. Zu diesem Thema sollten weitere
Studien mit spezifischen Farbungen einzelner Zellkompartimente wie

beispielsweise endosomale Vesikel Aufklarung verschaffen.
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5. Zusammenfassung

Der menschliche Kdorper ist permanent verschiedenen Mikroorganismen
aus der Umwelt ausgesetzt. Dringen diese in den Korper ein, werden sie
oder ihre Produkte vom Korper als ,fremd* erkannt und abgewehrt. Dies
geschieht Uber zwei unterschiedliche immunologische Systeme, dem
schnell und zuerst reagierenden angeborenen und einem langsamer
reagierenden erworbenen Immunsystem.

Vom angeborenen Immunsystem erkannt werden so genannte pathogen
associated molecular pattern, zu denen auch die CpG-DNA zahlt, welche
als Ligand des TLR9 identifiziert wurde. CpG- und Non-CpG-ODN sind
bislang hauptsachlich an Zellen des Immunsystems erforscht und
bewirken dort eine Immunaktivierung und einen pro-inflammatorischen

Effekt, der mit dem Ausschitten inflammatorischer Zytokine einhergeht.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl CpG- als auch Non-CpG-
PTO-ODN an humanen Keratinozyten eine IL-8-Suppression bewirken.
Diese IL-8-supprimierende Wirkung wird nicht Uber den beschriebenen
Rezeptor fur CpG-DNA TLR9 entfaltet, sondern vermutlich mittels direkter
physikalischer Interaktion mit IL-8 selbst. Durch diese Maskierung des IL-8
kann das Chemokin im ELISA nicht mehr detektiert werden.

Des Weiteren gelang im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit der
funktionelle Nachweis, dass auch in vivo (im Kontaktdermatitis-
Mausmodell) bei topischer Applikation eine anti-inflammatorische Wirkung
durch eine Non-CpG-ODN-haltige Salbe erzielt werden kann.

Auf intakter Haut, welche permanent mit einer eigenen Mikroflora
besiedelt und somit auch permanent mit bakterieller DNA konfrontiert ist,
l6sen CpG- und Non-CpG-ODN eine Immunsuppression aus, vermutlich

als Schutz vor tUberschiel3enden Entziindungen der Haut.

AulRerdem konnte anhand konfokaler Laser-Scan Mikroskopie gezeigt
werden, dass die verwendeten ODN langen- und sequenzspezifisch in

Keratinozyten aufgenommen und innerhalb der Zellen transportiert
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werden. Hier zeigte sich, dass Sequenzen, welche bei der IL-8-
Suppression nur geringe oder keine Effekte zeigen, direkt in den Nukleus
oder die Nukleoli transportiert werden, wo sie vermutlich an nukleare
Bestandteile gebunden oder abgebaut werden.

Untersuchungen zum Penetrationsverhalten der ODN an Multilayern
zeigten, dass die ODN auch hier langenabhangig in tiefere viable
Schichten gelangen.

Die Untersuchungen zum Penetrations- und Aufnahme-Verhalten der
ODN ist fur einen moéglichen therapeutischen Einsatz der ODN von hohem

Interesse.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit gelang zudem erstmals der
Nachweis, dass PTO-ODN in der Lage sind, die zum angeborenen
Immunsystem zahlenden anti-mikrobiell wirksamen Substanzen HbD2,
HbD3 und Psoriasin zu induzieren. Diese werden in der Haut synthetisiert
und schitzen gegen eine ganze Reihe von Mikroorganismen.

Anhand Promoter-Aktivitatsstudien konnte demonstriert werden, dass die
verwendeten ODN eine Aktivierung von NFkB vermitteln, welche in

direktem Zusammenhang mit einer HbD2-Induktion steht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CpG- und Non-CpG-ODN zwar
als ,fremd“ und potentiell gefahrlich in intakter Haut erkannt werden,
wodurch eine Induktion von anti-mikrobiell wirksamen Substanzen
ausgelost wird. Gleichzeitig findet jedoch eine IL-8-Suppression (in vitro),
beziehungsweise eine anti-inflammatorische Wirkung (in vivo) statt,
welche vermutlich vor UberschieBenden Immunreaktionen der Haut

schitzen sollen.
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Index verwendeter ODN-Sequenzen (ausfaltbar)

7. Index verwendeter ODN-Sequenzen (ausfaltbar)

In der folgenden Darstellung stehen Grol3buchstaben

fir ein

Phosphorothioat-Ruckgrat (PTO), Kleinbuchstaben fir Phosphodiester-

bindungen (PDE).

CpG-1-PTO: 5-TCCATGACGTTCCTGACGTT -3

CpG-1-PDE ,reverse” :5- AAC GTC AGG AAC GTC ATG GA -3

Deletionsmutanten zu CpG-1-PTO:
5-TCCATGACGTTCCTGACGT -3
5- TCC ATG ACG TTC CTG ACG -3’
5-TCCATGACGTTCCTGA-3
5'- CAT GAC GTT CCT -3
CpG-9-PTO: 5'- GAC GTT -3

CpG-14C-1: 5'- tcc teg acg tee ctg a -3°
CpG-14C-2: 5'- Tcc tcg acg tecc ctg A -3°
CpG-14C-3: 5'- TCc tcg acg tcc ctG A -3
CpG-14C-4: 5- TCC tcg acg tcc cTG A -3¢
CpG-14C-5: 5- TCC Tcg acg tcc CTG A -3°
CpG-14C-6: 5'- TCC TCg acg tcC CTG A -3
CpG-14C-7: 5'- TcC tCg AcG tCc CtG A -3

Non-CpG-3-PTO: 5-TTTTTTTTITTTTTTITTTITTT -3
Non-CpG-4-PTO: 5'- AAA AAA AAA AAA AAA AAA AA -3’

Non-CpG-5-PTO: 5'- CCC CCC CCC CCC CCcc ccc cC -3
Non-CpG-5A-PTO :
Non-CpG-5B-PTO :
Non-CpG-5C-PTO:
Non-CpG-5D-PTO::
Non-CpG-5G-PTO:
Non-CpG-6-PTO: 5- GGG GGG GGG GGG GGG GGG GG -3¢

5-CCC CcCccccececeeceeccecece -3
5-CCCcccceeceecceecce-3
5-CCCCcccceeceececcee -3
5-CCC CCc cceccee -3

5-CCC CcccC -3

(20-mer)
(20-mer)

(19-mer)
(18-mer)
(16-mer)
(12-mer)
(6-mer)

(16-mer)
(16-mer)
(16-mer)
(16-mer)
(16-mer)
(16-mer)
(16-mer)

(20-mer)
(20-mer)
(20-mer)
(18-mer)
(16-mer)
(14-mer)
(12-mer)
(6-mer)

(20-mer)
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