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2. EINLEITUNG

2.1 Neutrophile Granulozyten bei Patienten mit Cystischer Fibrose

Die cystische Fibrose (CF) ist die hdufigste autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung
der kaukasischen Rasse®. Die Lungenerkrankung bestimmt die Morbiditit und Mortalitit von
CF Patienten. Die Atemwege von CF Patienten sind gekennzeichnet durch chronisch bakterielle
Infektionen, vor allem durch Staphylokokkus aureus, Haemophilus influenzae und Pseudomonas

23 Bakterielle Produkte fiilhren zu einem Anstieg der IL-8-

aeruginosa (P.aeruginosa)
Produktion in Bronchialepithelzellen. IL-8 rekrutiert neutrophile Granulozyten (NG) aus der
Zirkulation in die Atemwege. NG sind die ersten Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems,
die einen Entziindungsherd erreichen. NG besitzen einerseits die Féhigkeit Pathogene zu
erkennen als auch die notwendige Ausstattung um Erreger effizient zu beseitigen. Durch die
chronische bakterielle Besiedelung kommt es zu einer Ansammlung von NG in den Atemwegen
von CF Patienten®’". Bei CF Patienten scheint die Funktion der NG gestort zu sein’. Trotz der
Akkumulation von NG in den Atemwegen, sind CF Patienten chronisch infiziert mit P.
aeruginosa®’!. Anstatt P. aeruginosa abzutdten fiihren die NG in den CF Atemwegen zu einer
iiberschieBenden Entziindungsreaktion. In Verbund mit NG finden sich in den Atemwegen von
CF Patienten erhdhte Spiegel der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin-1-beta (IL-1), IL-
6, IL-8 und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) bzw. Lipidmediatoren, wie z.B. Leukotrien
B4 (LTB4)**"'. Zusammenfassend bezeichnet man die Entziindungsreaktion der CF
Lungenerkrankung als eine chronisch neutrophile Entziindungsreaktion. Die Ursache fiir die

gestorte NG-Funktion in den Atemwegen von CF Patienten ist bislang ungeklirt. Die Analyse

von NG aus den Atemwegen von CF Patienten ist somit von hoher Relevanz.

2.2 Sputuminduktion

Neben invasiven Methoden wie Lungenbiopsie oder bronchoalveolire Lavage (BAL)™, stellt die
Induktion von Sputum eine einfache, nicht-invasive, sichere und reproduzierbare Methode dar,
um die neutrophile Entziindungsreaktion in den Atemwegen von CF Patienten zu
untersuchen®™’. In induziertem Sputum lassen sich nach entsprechender Verarbeitung 16sliche
Proteine sowie zelluldre Bestandteile analysieren. Durch zahlreiche Studien hat sich die
Sputumanalyse als niitzliche Methode bei der Untersuchung verschiedener Lungenerkrankungen,
wie CF**, Tuberkulose’, chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und Asthma®
etabliert. Aus diesem Grund eignet sich die Sputuminduktion besonders zur Untersuchung der

neutrophilen Entziindungsreaktion bei der CF Lungenerkrankung.
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2.3 Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind transmembrandse Rezeptoren, deren zytoplasmatischer Anteil
dem des Interleukin 1-Rezeptors sehr dhnelt, weshalb dieser auch Toll/IL-1 Rezeptor-Domine
(TIR) genannt wird. Der extrazellulire Anteil der Rezeptoren besteht aus leucinreichen
Wiederholungen. TLR erkennen eine Vielzahl an Pathogenen anhand ihrer sogenannten
pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMP — pathogen-associated molecular pattern),
wobei jeder TLR spezifische PAMP erkennt®. Der erste TLR wurde in der Fruchtfliege

293565 Medzhitov et al. entdeckten im Jahre 1997 einen

Drosophila melanogaster entdeckt
homologen Rezeptor im Menschen, der durch Bildung von pro-inflammatorischen Zytokinen das
spezifische Immunsystem aktiviert*. Poltorak et al. fanden in einer bestimmten Mausmutante,
C3H/Hel, eine Resistenz gegen Lipopolysaccharid (LPS)*’, einem Bestandteil der Wand Gram
negativer Bakterien. Genetische Untersuchungen ergaben eine Punktmutation im Gen fiir den
Rezeptor, der an der Erkennung des LPS beteiligt ist - heute als TLR4 bekannt™*®°. Insgesamt
sind bislang zehn aktive humane TLR beschrieben. Sie werden von diversen Zellen des
unspezifischen Immunsystems exprimiert, beispielsweise von dendritischen Zellen,

G52;54, aber auch von B- und T-Zellen des

Makrophagen, Mastzellen, Endothelzellen und N
spezifischen Immunsystems™®. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 werden groBtenteils
extrazelluldr exprimiert und sind auf die Erkennung bakterieller Pathogene spezialisiert. TLR3,
TLR7, TLR8 und TLR9 sind vorwiegend intrazellulédr lokalisiert und detektieren vor allem virale
Muster™. Einige TLR sind sowohl intrazelluldr wie auch an der Zelloberfliche vorhanden,
beispielsweise TLR4"%, TLR3* oder TLR2®.

TLR1 erkennt native mykobakterielle Lipoproteine, sowie synthetische triazylierte
Lipopeptide durch Bildung von Heterodimeren mit TLR2%. Ausserdem konnte gezeigt werden,
dass TLR1 an der Erkennung des Oberflichenlipoproteins von Borrelia burgdorferi beteiligt ist’.

Fir TLR2 konnte eine Beteiligung an der Erkennung von Peptidoglycan (PGN) und
Lipoteichonséure (LTA) Gram positiver Bakterien™*®’, Lipoarabinomannan der mykobakteriellen

d**7 und Zymosan aus Hefepilzen gezeigt werden'’. Fiir TLR2 ist weithin bekannt, dass

Zellwan:
dieser im Zuge der Erkennung von Mikroorganismen Heterodimere mit TLR1 und TLR6
auszubilden vermag®’.

TLR4 bildet bei der Erkennung von LPS einen Molekiilkomplex mit dem LPS bindenden
Protein (LBP), CD14 und dem Myeloid Differenzierungsfaktor 2 (MD-2)*®. Weitere bislang
bekannte Liganden fiir TLR4 sind das Hitzeschockprotein (Hsp) 60*® und Taxol'®. TLR4 befindet
sich hauptsédchlich auf Epithelzellen, Makrophagen und dendritischen Zellen, sowie auf anderen

Zellen des Immunsystems, z.B. B- und T-Zellen** und auch NG***7,
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TLRS5 wird auf NG und Epithelzellen exprimiert und erkennt bakterielles Flagellin®. In
den Atemwegen von CF Patienten ist TLRS auf Epithelzellen essentiell fiir die Erkennung von
Pathogenen, insbesondere P.aeruginosa’*. Die Bindung von Flagellin an TLR5 auf Epithelzellen
fiihrt zur Aktivierung des Nuklearfaktors kappa B (NF-kB) und der Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6"'. TLR5 wurde in NG bereits auf mRNA Ebene
detektiert”, wurde jedoch auf Proteinebene in NG bislang noch nicht untersucht.

TLRY erkennt die fiir Bakterien typische unmethylierte DNA bzw. unmethylierte CpG-

Motive®®. Da der groBte Teil der Siuger-DNA methyliert ist, kann so zwischen ,,Fremd* und
,Eigen‘ unterschieden werden. Dass dieser Mechanismus gestort und TLR9 an der Entwicklung
autoimmuner Erkrankungen beteiligt sein kann, konnte Leadbetter et al. nachweisen®’.
Ausserdem konnte gezeigt werden, dass TLR9 neben bakterieller CpG-DNA virale CpG-DNA
zu erkennen vermag®>~*. Die Erkennung setzt eine Internalisierung des zu detektierenden Agens
in das spite lysosomale oder endosomale Kompartiment voraus™.
Auf mRNA-Ebene wurde die Expression in NG von allen TLR auer TLR3 beschrieben®. Auf
Proteinebene wurden in NG bislang allerdings nur TLR2 und TLR4 detailliert untersucht. Diese
Studien belegen die hohe Aktivitit von TLR auf NG. Gleichzeitig deuten sie darauf hin, dass
TLR fiir die Erkennung von Pathogenen durch NG essenziell sind***°°. Die Rolle von TLR auf
NG bei CF Patienten ist bislang unbekannt. Da die CF Lunge durch eine hohe Anzahl an NG und
eine chronische bakteriellen Besiedelung gekennzeichnet ist, ist die Untersuchung von TLR auf
NG in den Atemwegen von CF Patienten von hoher Relevanz.

Die Tabelle (Tab.)1 zeigt TLR und deren Liganden.

Rezeptoren Ligand

Heterodimerisation

Gram positive Bakterien: mykobakterielle 19-kDa Lipoprotein, Peptidoglykan,
TLR2 mit TLR1 und/oder

Lipoteichonsdure, Lipoarabinomannan, Zymosan

TLR6

TLR3 doppelstringige (ds) RNA und Viren

TLR4 Lipopolysaccharid, Taxol, Hitzeschockprotein 60

TLRS Flagellin

TLR7 einstrangige RNA von Viren (z.B. HIV, Influenza Viren), Imiquimod

TLRS einstrangige RNA von Viren (z.B. HIV, Influenza Viren), Imiquimod

TLR9 Unmethyliertes CpG-Motive von Bakterien und Viren (z.B. Cytomegalievirus)
TLR10 noch nicht bekannt

Tab.1: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (Auswahl)
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2.4 Weitere Rezeptoren

Neben TLR sind noch weitere Rezeptoren bei der Immunabwehr von NG beteiligt. Wéhrend
TLR fiir die Erkennung von Pathogenen zustindig sind®, ermoglichen Komplementrezeptoren
durch die Bindung von Komplementfaktoren deren Opsonierung und Phagozytose®'.
Leukotrienrezeptoren kommen in erster Linie chemotaktische Aufgaben zu. Uber die Bindung
bestimmter Mediatoren werden NG mobilisiert und aktiviert'’. Beide Rezeptorfamilien wurden
bereits auf NG charakterisiert. Wir haben die Expression von Leukotrien B4 Rezeptor 1 und
Komplementrezeptor 1 und 3 auf NG untersucht und mit der Expression von TLR auf NG der

entsprechenden Patienten, bzw. gesunden Kontrollprobanden verglichen.

2.4.1 Leukotrien B4 Rezeptor 1

Im Jahre 1980 wurde Leukotrien B4 (LTB4) erstmals als potenter chemotaktischer Mediator fiir
NG beschrieben. Es handelt sich um ein pro-inflammatorisches Lipid, das mit Hilfe der
Lipoxygenase aus Arachidonsiure generiert wird'®. Bisher sind zwei Leukotrienrezeptoren
molekular identifiziert worden, BLT1 und BLT2. Sowohl BLT1 als auch BLT2 sind G-Protein
gekoppelte, transmembrandse Rezeptoren. Beide Rezeptoren unterscheiden sich durch ihre
Affinitdt und Spezifitdt beziiglich ihrer Liganden. BLT1 ist ein hoch-affiner Rezeptor fiir LTB4,
wihrend BLT2 ein niedrig-affiner Rezeptor ist, der auch andere Eicosanoide bindet'*"”*. Durch
den Einsatz von LTB4-Rezeptorantagonisten und die gezielte Ausschaltung von BLT1 im
Mausmodell ist die Bedeutung von LTB4 fiir die Regulation von Entziindungsvorgingen gezeigt
worden®. Auch konnte ihre Beteiligung an der Pathogenitit von Entziindungsreaktionen als

2745 wurde

Aktivatoren von NG belegt werden®”*"***. Bei Patienten mit COPD'** und Asthma
eine verstirkte Expression von BLT1 auf NG beschrieben. Die Rolle von BLT1 auf NG bei CF

Patienten ist bislang unbekannt.

2.4.2 Komplementrezeptoren 1 und 3

Die Komplementrezeptoren 1 (CD35/CR1) und 3 (CD11b/CR3b) dienen der Phagozytose und
Migration von NG. Sie werden nach Aktivierung durch Mikroorganismen von NG verstarkt
exprimiert’. Dabei werden sie aus intrazelluldren Vesikeln und spezifischen Granula auf die
Zelloberflache transportiert. Die C3b- und iC3b-abhédngige Phagozytose von Mikroorganismen
stellt einen wichtigen Mechanismus der Abwehr von systemischen Bakterien- und
Pilzinfektionen dar®™®'. Uber die spezifische Bindung an Rezeptoren auf NG und Makrophagen
opsonieren die Komplementfaktoren C3b und iC3b Partikel. Nach Kontakt mit Pathogenen steigt
die Oberflichenexpression von CD35 und CD11b auf NG rapide an®'’. Bei CF Patienten wurde
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eine hohe Expression von CD11b im peripheren Blut und induziertem Sputum beschrieben®?'°.

Es wurde auBBerdem gezeigt, dass CD35 in CF Atemwegen durch Elastaseaktivitit proteolytisch
abgebaut wird’'. Die Rolle der TLR Liganden bei der Modulation von CD11b und CD35 ist

bislang noch nicht systematisch untersucht worden.

3. ZIELSETZUNG

Wir stellten die Frage ob die Expression von TLR, Komplementrezeptoren und BLT1 auf NG bei
Patienten mit CF im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden verdndert ist. Um diese Frage zu
beantworten, quantifizierten wir die Expression von TLR1, TLR2, TLR4, TLRS und TLRY auf
NG im induzierten Sputum und im peripheren Blut von CF Patienten und gesunden
Kontrollprobanden. Um zu untersuchen, welche Faktoren die TLR Expression in CF Atemwegen
modulieren, stimulierten wir isolierte NG aus dem peripheren Blut mit TLR Liganden, Proteasen
und pro-inflammatorischen Zytokinen und analysierten die Auswirkungen auf die TLR

Expression der NG.
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4. MATERIAL UND METHODEN
4.1 Patienten

CF Kontrollen
N 35 13
Alter [Jahre] 23+8 22+7
Geschlecht (m/w) 18/17 8/5
Pseumomonas aeruginosa 35% 0
Staphylokokkus aureus T 13* 0
FEV, (% Sollwert) 56 £20 n.d.
FVC (%Sollwert) 69 + 14 n.d.
Neutrophile (%) im Sputum 87 + 25% 15+3

Tab.2: Patientendaten
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung

m: méannlich; w: weiblich

*p<0.05 verglichen mit Kontrollen

tnachgewiesen in Sputa von n CF Patienten

FEV,: forciertes expiratorisches Volumen in einer Sekunde oder Einsekundenkapazitit (% des
Sollwerts)

FVC: forcierte Vitalkapazitét (% des Sollwerts)

4.2 Gerite
* Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS Heraeus Sepatech
* Tischzentrifuge 5415C Eppendorf
* Mischgerit: Vortex Genie 2 Scientific Industries
* Mikropipetten Eppendorf
(0-10ul; 10-100pl; 20-1000ul)
*  Durchflusszytometer (FACSScan) Becton & Dickinson
*  FACS-Auswertestation Apple
Macintosh Power PC
* FACS-Auswertesoftware Becton&Dickinson
Cell Quest 3.1f
* Graph Pad Prism 4.0 Graph Pad Software

10
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4.3 Glas- und Plastikmaterial

* Reaktionsgefilie Eppendorf
* Plastikspitzen fiir Mikropipetten Schubert/Pharmacia
* Plastikrohrchen Falcon
(15ml1/50ml)
¢ Rundbodenrdhrchen ,,Falcon Becton & Dickinson
(5ml)
* Nitex Gaze (160um) Becton & Dickinson
4.4 Antikorper

TLR1 - Phycoerythrin (PE) Maus IgG1 (eBioscience, San Diego, USA)
TLR2 - Fluorescein isothiocyanate (FITC) Maus IgG2a (eBioscience, San Diego, USA)
TLR4 - PE Maus IgG2a (eBioscience, San Diego, USA)

TLRS - PE Maus IgG2a (Imgenex, San Diego, USA)

TLR9 - PE Ratte IgG2a (eBioscience, San Diego, USA)

CD11b - PE MauslgG2a (R&D Systems, Minneapolis, USA)

CD18 - PE Maus IgG1 (R&D Systems, Minneapolis, USA)

CD35 - PE Maus IgG1 (Becton & Dickinson, New Jersey, USA)

LTB4 - PE Maus IgG1 (R&D Systems, Minneapolis, USA)

Isotyp Kontrolle PE Maus IgG1 (eBioscience, San Diego, USA)

Isotyp Kontrolle PE Maus IgG2a (eBioscience, San Diego, USA)
Isotyp Kontrolle FITC Maus IgG2a (eBioscience, San Diego, USA)
Isotyp Kontrolle PE Ratte [gG2a (eBioscience, San Diego, USA)

4.5 Stimulantien

Rekombinanter Granulozyten-Makrophagen stimulierender Faktor - GM-CSF
(PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)

Rekombinanter Granulozyten stimulierender Faktor - G-CSF (PeproTech, Rocky Hill,
NJ, USA)

Rekombinantes IL-8 (72aa; PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)

Rekombinantes IFN-y (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)

Rekombinanter Tumor Nekrosefaktor (TNF)-a (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)
Rekombinantes Flagellin (P.aeruginosa) (Inotek Laboratories, London, UK)
Lipoteichonsdure (LTA) von B. Subtilis (Invivogen, San Diego, CA, USA)

11
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* Unmethylierte CpG-Oligonukleotide (CPG-ODN) Typ A (Invivogen, San Diego, CA,
USA)

* Synthetisches bakterielles Lipoprotein Pam3CysSerLys4 (Pam3;Csk,) (Invivogen, San
Diego, CA, USA)

* Lipopolysaccharid (LPS) (P.aeruginosa) (Invivogen, San Diego, CA, USA)

4.6 Chemikalien und Puffer
* Phosphatpuffer (PBS) Gibco/Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
o 10 x stock solution, 1 Liter

80g NaCl

2g KCl

13.06g Na2HPO4 .2H20

2g KH2PO4

pH73
*  Ammoniumchloridpuffer

o 500 ml

4,15g NH4Cl

500mg KHCO3

18mg EDTA (Titriplex III)

ad 500 ml aqua destillata
* Roswell Park Memorial Institute 1540 (RPMI 1540) Medium Gibco/Invitrogen

(Carlsbad, CA, USA)
* Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und Dithiothreitol (DTT, Sputolysin) (Calbiochem,
San Diego, CA, USA).

* Intraprep-Kit (Beckman-Coulter, Miami, USA)
* Percoll (6 =1.078 g/ml) (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)
* Hydroxylethyl piperazinethansulfonsdure (HEPES) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
* Phorbolmyristatacetat (PMA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
* Jonomycin von Streptomyces conglobatus, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
* formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
* Bovines Serumalbumin (BSA, 0.1%) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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4.7 Probengewinnung und Verarbeitung

Vor der Sputuminduktion wurde die Sauerstoffsittigung gemessen, auskultiert, und 2 Hub
Sultanol wurden verabreicht. Danach wurde fiir die Dauer von 15 Minuten (min) mittels eines
PARI Kompressors 5ml 5,85% Natriumchlorid (NaCl) vernebelt. Der Speichel wurde in einem
getrennten Behilter vor dem Hochhusten des Sputums verworfen. Das Sputum wurde nach 5, 10,
15 min (falls notig auch zwischenzeitlich) in einen sterilen Sputum-Container (auf Eis bei 4°)
gesammelt. Das Volumen des gesamten expektorierten Sputums wurde durch das Hochziehen in
einer 20 ml Spritze gemessen. Zur Zellgewinnung wurde das Sputum mit der gleichen Menge
6.5 mM Sputolysin (DTT) versetzt, gevortext und fiir 20 min in ein auf 37°C temperiertes
Schiittelwasserbad gestellt und alle 5 min gemischt. Danach wurde das Suspensionsvolumen
abgelesen, mit der gleichen Menge eines 1:1 Gemisches aus 0,9%iger NaCl-Losung und
Sputolysin versetzt, erneut fiir 10 min im Wasserbad geschiittelt und im Anschluss iiber Nitex
Gaze gefiltert. Die Sputumsuspensionen wurden bei 200 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet je nach GrdBe mit bis zu 2 ml PBS verdiinnt und
anschlieend gevortext. Es wurden PMSF, NaN3 und BSA zugegeben, um in vitro Proteolyse zu
vermeiden. 2-4 ml vendses Blut wurde abgenommen und mit Ethylen-Diamin-Tetraacetat

(EDTA) versetzt. Die Proben wurden in 10 ml Falcons gegeben und 1:1 mit PBS verdiinnt.

4.8 Antikorper-Farbung

Um Oberflachenantigene zytometrisch untersuchen zu koénnen ist es notwendig, diese mit
fluorochrom-markierten Antikérpern zu farben. Dabei unterscheidet man die direkte und die
indirekte Fluoreszenzfarbung. Bei der direkten Farbung bindet ein fluorochrom-markierter
Antikorper direkt an das Antigen. Bei der indirekten Fluoreszenzfiarbung bindet zunichst ein
Antikorper an das Antigen. Ein zweiter fluorochrom-markierter Antikdrper bindet dann an den
Antigen-Antikorper-Komplex. Die Fluorochrome haben ein jeweils fiir sie charakteristisches
Exzitations- und Emissionsspektrum. Sie werden mit einem Laserstrahl auf ihrer
charakteristischen Exzitationswellenldnge angeregt. Die hierdurch entstehende Emission wird
durch Photomultiplier detektiert. Wir haben in dieser Studie ausschlieSlich mit der direkten
Fluoreszenzfiarbung gearbeitet. Dazu wurden je 50ul der jeweiligen Suspension in nummerierte
Eppendorfgefiale pipettiert und mit 10 pul des monoklonalen direktkonjugierten Antikorpers
vermischt, gevortext und 15 min bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss inkubiert.
Anschlieend wurden die so vorbereiteten Proben mit 100 pl Reagenz 1 aus dem Intraprep-Kit
versetzt, gevortext und wiederum unter Lichtabschluss fiir 15 min inkubiert. Danach wurden die

Proben mit 1 ml PBS resuspendiert und anschlieBend fiir 5 min bei 1300 U/min zentrifugiert.
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Der Uberstand dieser Suspension wurde verworfen, das Zellpellet der Sputumproben mit 300 pl
PBS resuspendiert und fiir die Durchflusszytometrie in die Rundbodenrdhrchen pipettiert und
gevortext. Das Zellpellet der Blutproben wurde zur Erythrozytenlyse mit Iml
Ammoniumchloridpuffer versetzt und fiir 20 min auf Eis unter Lichtabschluss inkubiert. Auf das
Zellpellet der mit TLRY inkubierten Proben wurde 100 pl Reagenz 2 aus dem Intraprep-Kit
gegeben. Nach 15 min Inkubation unter Lichtabschluss wurden die Proben ein zweites Mal mit
der AK-Lo6sung behandelt und nach 15 min Inkubationszeit bei Dunkelheit erneut mit PBS
gewaschen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum abgenommen, das jeweilige
Zellpellet wie oben beschrieben mit PBS, bzw. Lysierungsreagenz versetzt und zuletzt in fiir die

Durchflusszytometrie in die Rundbodenréhrchen pipettiert und gevortext.

4.9 Isolierung von humanen neutrophilen Granulozyten

Es wurden 10-20 ml humanes EDTA-Blut fiir die Versuche herangezogen. Samtliche
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Das Vollblut wurde zunéchst in einem 50ml Falcon
1:1 mit PBS verdiinnt und anschlieBend vorsichtig auf 20 ml Percoll geschichtet. Das
zweiphasige Gemisch wurde dann 20 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Der gesamte Uberstand
wurde verworfen, das Rohrchen mit PBS aufgefiillt und die rote Phase resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation bei 1000 U/min wurde nach 10 min nochmals der Uberstand
abgenommen. Die iibrige Zellphase wurde dann mit Ammoniumchloridpuffer versetzt und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde die Losung ein weiteres Mal bei 1000 U/min fiir 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet mit der bendtigten
Menge Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1540 Ndhrmedium oder in Hanks' balanced salt
solution (HBSS) resuspendiert. Die Reinheit der isolierten NG Suspensionen war >98% beurteilt
durch Zytospin-Priparationen. Die Viabilitét der isolierten NG Suspensionen aus dem peripheren

Vollblut war >95% beurteilt durch den Trypan-Blau Ausschlusstest.

4.10 Stimulation von isolierten neutrophilen Granulozyten
Die gewonnene Zellsuspension wurde zunichst auf 2 ml Eppendorfgefa3e zu je 1ml verteilt und
anschlieBend mit den TLR Liganden, Phorbolestern, fMLP oder pro-inflammatorischen
Zytokinen in folgenden Konzentrationen versetzt:

« PMA (10"M) / Ionomycin (10°M)

e fMLP (1 uM)

* LTA (10pg/ml; TLR2)

* P. aeruginosa LPS (100 ng/ml; TLR4)
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* CpG-ODN (100 pg/ml; TLR9)

*  Pam;CSK4 (10 pg/ml; TLR1/2)

* P. aeruginosa flagellin (1 pg/ml; TLRS)

* rekombinant humanes IL-8 (72aa, 50 ng/ml)
* rekombinant humanes G-CSF (100 ng/ml)

* rekombinant humanes GM-CSF (100 ng/ml)
* rekombinant humanes IFN-y (1000 units/ml)
* rekombinant humanes TNF-a (50 ng/ml).

Dazu wurden die Zellen in den verschlossenen Gefdfen fiir 30 Minuten in einem 37°C warmen
Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde das Eppendorfgefal mit PBS aufgefiillt und fiir 5 min
bei 1300 U/min in die Zentrifuge gegeben. Der Uberstand wurde abgenommen, das Zellpellet mit
PBS resuspendiert und fiir die Antikérperbehandlung zu je 100 pl auf 1,5 ml Eppendorfgefilie

verteilt.
4.11 Durchflusszytometrie
Das FACS-Gerdt besteht aus 3 FEinheiten: Fliissigkeitssystem, Optiksystem und

Umwandlungssystem.

Flissigkeitssystem:

Mit dem Einlegen der Probe in das FACS-Gerdt wird die Zellsuspension von einer
Tragerfliissigkeit beschleunigt (,,Hydrodynamische Fokussierung®). Die Zellen werden dabei im

Messpunkt fokussiert, passieren ihn einzeln und werden dabei vom Laser erfasst.

Optiksystem:

Das Detektionssystem besteht aus dem Bereich zur Messung des Vorwértsstreulichtes (FSC=
Forward angle light scatter), dem Bereich zur Messung des Seitwértsstreulichtes (SSC= Side
angle light scatter) und der spezifischen Fluoreszenz fiir jedes einzelne Fluorochrom. Abhéngig
von den unterschiedlichen physikalischen Zellparameter wie Grofle, Granularitit und
Membranstruktur wird der Laserstrahl verschieden stark abgelenkt. Der FSC- Lichtstrahl der die
Zellen axial trifft korreliert mit der Zellgrof3e, wéhrend der orthogonal die Zellen treffende SSC-

Lichtstrahl mit der Granularitiat und duf3eren Zellform korreliert.
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Umwandlungssystem:

Die so entstehenden optischen Signale konnen mit Hilfe dulerst empfindlicher Photodetektoren
und Photodioden in elektrische Signale umgewandelt werden. Mittels Software konnen diese

graphisch dargestellt und ausgewertet werden.

4.12 Auswertung
Die statistische und graphische Auswertung erfolgte mit Prism 4.0 (Graph Pad Software, San
Diego, CA, USA). Die FACS Datenauswertung erfolgte mit Cell Quest 3.1f (Becton & Dickinson).
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5. ERGEBNISSE
5.1 Toll-like Rezeptoren
5.1.1 Neutrophile Granulozyten exprimieren TLR1, TLR2, TLR4, TLRS und TLR9

B cxirazellular
200+
1 intrazellular

150+ T
100+

504

ol a i

TLR1 TLR2 TLR4 TLRS5 TLR9

TLR Expression von NG (MFI)

Abbildung (Abb.) 1: Extrazellulire und intrazellulire TLR Expression auf NG im peripheren Blut

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitiit

Um die TLR Expression auf NG zu charakterisieren, wurde zunichst die extra- und intrazellulare
TLR Expression auf NG im peripheren Blut von gesunden Kontrollprobanden untersucht. TLR1,
TLR2 und TLR4 waren im peripheren Blut sowohl extrazellular als auch intrazelluldr in
geringem Malle auf NG exprimiert. TLRS5 zeigte eine hohe Expression auf NG im peripheren
Blut. TLRS war unter allen TLR sowohl extrazelluldr als auch intrazellulir am hdchsten
exprimiert. NG exprimierten TLR9 im peripheren Blut ausschlieBlich intrazellular.

Diese Ergebnisse zeigen, dass NG TLR intrazellulédr speichern kénnen, und legen im Besonderen

eine wichtige Rolle von TLRS auf NG nahe.
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TLR1 Expression auf NG (MFI)

TLR5 Expression auf NG (MFI)

ERGEBNISSE

Abb.2: TLR Expression von NG im peripheren Blut und induziertem Sputum bei CF Patienten und gesunden

Kontrollprobanden. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitit

Wir untersuchten die Oberflachenexpression der verschiedenen TLR auf NG von CF Patienten
und gesunden Kontrollprobanden. Dabei verglichen wir jeweils peripheres Blut und induziertes
Sputum. Im peripheren Blut war nur TLR2 bei CF Patienten signifikant niedriger exprimiert im
Vergleich zu gesunden Kontrollen. Ansonsten fanden sich keine Unterschiede im peripheren Blut
zwischen Kontrollen und CF Patienten. TLR2, TLR4, TLRS und TLR9 waren im induzierten
Sputum hoher exprimiert als im peripheren Blut. Dies war vor allem deutlich fiir TLRS und
TLR9. Bei TLR4 und TLRY fand sich eine erhohte Expression im induzierten Sputum im
Vergleich zu peripherem Blut auch fiir gesunde Kontrollen, wihrend bei TLR2 und TLRS5
ausschlieBlich bei CF Patienten eine erhohte Expression im induzierten Sputum verglichen mit
peripherem Blut gefunden wurde. Wenn wir die Expressionen der TLR im induzierten Sputum
zwischen Kontrollen und CF Patienten statistisch verglichen, fand sich nur ein Unterschied bei
TLRS. Die TLR1, TLR2, TLR4 oder TLR9 Expression im induzierten Sputum unterschied sich
nicht zwischen gesunden Kontrollen und CF Patienten. Die TLRS5 Expression im induzierten
Sputum war bei CF Patienten allerdings deutlich erhoht im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass spezifisch die Expression von

TLRS5 auf NG in den Atemwegen von CF Patienten induziert wird.
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5.1.2 Neutrophile Granulozyten in den Atemwegen von CF Patienten exprimieren verstiarkt

TLRS
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Abb.3: TLR Expression im peripheren Blut und induzierten Sputum von CF Patienten.

Unter allen TLR zeigte TLRS auf NG im Sputum, verglichen mit peripheren Blut von CF
Patienten, die am deutlichsten erhohte Expression. Abbildung 3 zeigt exemplarisch die
Expression der untersuchten TLR im peripheren Blut und in den Atemwegen (induziertem
Sputum) von CF Patienten. Zu beachten ist die deutlich hohere Expression von TLRS auf NG in

CF Atemwegen im Vergleich zu peripherem Blut.
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Abb.4: Lunge zu Blut Ratio bei CF Patienten und gesunden Kontrollen

Wenn man aus den Expressionen der einzelnen TLRs im induzierten Sputum und peripheren Blut
Verhiltnisse (Ratios) berechnet, findet sich ausschlieBlich fiir TLRS ein signifikanter
Unterschied zwischen CF Patienten und gesunden Kontrollprobanden. Die TLR9 Expression im
induzierten Sputum ist deutlich erh6ht im Vergleich zu peripherem Blut. Allerdings besteht kein
Unterschied zwischen CF Patienten und gesunden Kontrollprobanden. Diese Ergebnisse deuten
erneut darauf hin, dass die Expression von TLRS spezifisch in den Atemwegen von CF Patienten

hochreguliert wird. *p<0.05 CF Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
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Abb.5: TLR5" NG im induzierten Sputum bei CF Patienten und gesunden Kontrollprobanden

Bei der isolierten Betrachtung von TLRS im induzierten Sputum fanden wir deutlich hohere
Prozentsitze von TLRS™ NG bei CF Patienten als bei gesunden Kontrollprobanden. Dies
bedeutet, dass nicht nur die Oberflachenexpression von TLRS auf NG bei CF Patienten erhoht

ist, sondern auch eine Ansammlung TLR5" NG in CF Atemwegen auftritt.
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5.1.3 TLR2 Aktivierung induziert TLRS Expression auf neutrophilen Granulozyten in vitro
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Abb.6: TLR5 Expression vor und nach Stimulation.

Um zu untersuchen, welche Faktoren in CF Atemwegen die Expression von TLRS induzieren
konnen, stimulierten wir isolierte NG aus dem peripheren Blut mit verschiedenen CF-relevanten
pro-inflammatorischen Proteinen. Es wurden isolierte NG aus peripherem Kontrollblut mit
Medium oder TLR Liganden, Zytokinen oder NG-Aktivatoren (PMA, fMLP) behandelt und die
Wirkung dieser Stimulation auf die TLRS5 Oberflichenexpression analysiert. Dabei fanden wir
nach der Behandlung der NG mit PMA/Ionomycin und fMLP sowie den pro-inflammatorischen
Zytokinen IL-8, TNF-a oder IFN-y eine Zunahme der TLRS5 Oberflichenexpression.
Interessanterweise fanden wir eine erhohte Expression von TLRS5 nach Stimulation mit G-CSF,
wihred GM-CSF die Expression tendenziell reduzierte. Unter den TLR Liganden, fand sich eine
erhohte Expression nach Stimulation mit den TLR2 Liganden LTA und Pam3;CSK, im Vergleich
zu nicht stimulierten NG. LPS, Flagellin und CpG zeigten keinen signifikanten Effekt auf die
TLRS5 Oberfldchenexpression. *p<0.05, **p<0.01 im Vergleich zu Medium-behandelten NG.
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Abb.7: TLRS5 Expression nach Inkubation mit verschiedenen TLR Liganden.

Abbildung 7 zeigt exemplarisch die TLRS Oberflaichenexpression nach Stimulation von NG mit
Flagellin, GM-CSF oder LTA. Das ausgefiillte Histogramm in lila zeigt die Fluoreszenzintensitit
von TLRS auf NG nach Medium-Inkubation. Die griinen Histogrammkurven entsprechen den
Isotypkontrollen, die roten/pinken Kurven der Fluoreszenzintensitit von TLRS nach
halbstiindiger Behandlung mit dem jeweiligen Agens. Es fand sich eine deutlich erhdhte

Expression von TLRS auf NG nach Inkubation mit LTA im Vergleich zu nicht stimulierten NG.
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5.2 Leukotrien B4 Rezeptor 1

5.2.1 Neutrophile Granulozyten in den Atemwegen von CF Patienten exprimieren verstiarkt

BLT1

Abb.8: BLTI1 Expression auf NG im peripheren Blut und induzierten Sputum bei CF Patienten und

BLT1
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Kontrollprobanden. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitdit

Die BLT1 Expression auf NG war im induzierten Sputum sowohl bei Kontrollprobanden als

auch bei CF Patienten verglichen mit peripheren Blut deutlich erniedrigt. Bei CF Patienten

exprimierten NG stirker BLT1 als bei gesunden Probanden. Insbesondere in den Atemwegen

war BLT1 bei CF Patienten signifikant hoher exprimiert als bei den Kontrollen. Diese Ergebnisse

zeigen, dass der LTB4 Rezeptor 1 bei CF Patienten im Generellen erhoht ist.
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5.2.2 Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit LPS vermindert die BLT1 Expression

in vitro
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Abb.9: BLTI Expression nach Inkubation mit verschiedenen TLR Liganden.

Abbildung 9 zeigt die Expression von BLT1 auf isolierten NG nach Behandlung mit dem
jeweiligen TLR Liganden. Im Vergleich zu unbehandelten NG zeigte BLT1 nach Stimulation mit
LPS nur noch ca. 20% der urspriinglichen Fluoreszenzintensitit. Pam3;CSKy4, Flagellin, CpG-
ODN und LTA bewirkten dagegen keine signifikanten Verdnderungen der BLT1 Expression auf
NG. Die griine Histogrammkurve entspricht der Isotypkontrolle. Das ausgefiillte Histogramm in
lila zeigt die Fluoreszenzintensitdt von BLT1 auf NG nach Medium-Inkubation. Die roten/pinken
Kurven zeigen die Fluoreszenzintensitit von BLT1 nach halbstiindiger Behandlung mit dem

jeweiligen Agens.
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5.3 Komplementrezeptoren 1 und 3

5.3.1 Neutrophile Granulozyten in den Atemwegen von CF Patienten exprimieren verstiarkt
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Abb.10: CD11b Expression auf NG im induzierten Sputum und im peripheren Blut von CF Patienten und

Kontrollprobanden. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitdit

Die Expression von CD11b auf NG war im induzierten Sputum von CF Patienten mit einer
mittleren Fluoreszenzintensitidt von durchschnittlich 1800 deutlich hoher als in deren peripheren
Blut (MFI: & 700). Die CD11b Expression auf NG in den Atemwegen und im peripheren Blut
von den gesunden Kontrollprobanden unterschied sich dagegen nicht signifikant von der CD11b
Expression im peripheren Blut von CF Patienten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass lokale
Faktoren in den Atemwegen von CF Patienten die Oberflichenexpression von CD11b steigern.
Wir analysierten deshalb in vitro welche CF-relevanten Proteine dafiir verantwortlich sein

konnten.

26



ERGEBNISSE

5.3.2 Pam3CSKyinduziert CD11b Expression von neutrophilen Granulozyten in vitro
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Abb.11: FACS Histogramm von CD11b
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Nach Behandlung von isolierten NG mit Pam;CSK4 war die Oberfldchenexpression von CD11b
deutlich hoher als bei unstimulierten NG. Im Vergleich zum Medium hat sich die CD11b
Expression verdoppelt. Weitere TLR Liganden (siche BLT1 Experimente oben) zeigten keine
oder abgeschwichte Effekte auf die CD11b Expression. Die griine Histogrammkurve entspricht
der Isotypkontrolle. Das ausgefiillte Histogramm in lila zeigt die Fluoreszenzintensitit von
CD11b auf NG nach Medium-Inkubation. Die roten/pinke Kurve zeigt die Fluoreszenzintensitét
von CDI11b nach halbstiindiger Behandlung mit Pam;CSK4, Diese Ergebnisse legen nahe, dass
TLR2 Liganden, wie hier am Beispiel von Pam;CSK,; gezeigt, fiir die gesteigerte

Oberflachenexpression von CD11b in CF Atemwegen verantwortlich sein konnten.
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5.3.3 Neutrophile Granulozyten in den Atemwegen von CF Patienten zeigen eine geringe

CD35 Expression
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Abb.12: CD35 Expression auf NG im induzierten Sputum und im peripheren Blut von CF Patienten und

Kontrollprobanden. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitiit

Die Expression von CD35 auf NG war im induzierten Sputum von CF Patienten deutlich
niedriger als im peripheren Blut und bei Kontrollprobanden. In den allermeisten Féllen zeigten
NG aus CF Atemwegen keinerlei nachweisbare Expression von CD35, wihrend im peripheren
Blut von CF Patienten CD35 auf NG im Vergleich zu den gesunden Probanden erhoht war. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass lokale Faktoren in CF Atemwegen die Expression von CD35
erniedrigen. Wir untersuchten deshalb, welche CF-relevanten Proteine dafiir verantwortlich sein

konnten.
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5.3.4 CpG-ODN reduzieren die CD35 Expression auf neutrophilen Granulozyten in vitro
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Abbildung 13 zeigt die Oberflichenexpression von CD35 auf NG nach Behandlung mit dem
TLRY9 Liganden CpG-ODN im Vergleich zum Medium. Unstimuliert erreichte die mittlere
Fluoreszenzintensitdt von CD35 auf NG einen Wert von 150. Nach halbstiindiger Inkubation mit
isolierten CpG-DNA Motiven zeigte CD35 nur noch einen Wert von ca. 50. Weitere TLR
Liganden (siche BLT1 Experimente oben) zeigten keine oder abgeschwichte Effekte auf die
CD35 Expression. Die griine Histogrammkurve entspricht der Isotypkontrolle. Das ausgefiillte
Histogramm in lila zeigt die Fluoreszenzintensitit von CD35 auf NG nach halbstiindiger
Behandlung mit CpG-ODN. Die rote/pinke Kurve zeigt die Fluoreszenzintensitidt von CD35 nach
Medium-Inkubation. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass TLR9 Aktivierung zu einer Abnahme

von CD35 auf NG fihrt.
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6. DISKUSSION

6.1 Zusammenfassung

Im Rahmen unserer Studie fanden wir eine hohere TLRS Expression auf NG im Vergleich zu
TLR1, TLR2, TLR4 und TLRY. TLRS war bei NG sowohl im Zytoplasma als auch auf der
Zelloberfliche exprimiert. Die Atemwege von CF Patienten waren durch eine erhdhte TLRS
Oberflichenexpression als auch durch eine Ansammlung von TLRS" NG charakterisiert. In vitro
fiihrte die Stimulation von NG mit TLR2 Liganden als auch mit CF-assoziierten pro-
inflammatorischen Zytokinen zu einer erhohten Oberflachenexpression von TLRS auf NG.
Weiterhin fanden wir, dass NG in den Atemwegen von CF Patienten eine erhdhte
Oberflachenexpression von BLT1 und CD11b und eine verminderte Expression von CD35 im
Vergleich zu gesunden Probanden zeigten. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf
hin, dass insbesondere TLRS auf NG eine herausragende Rolle bei der antibakteriellen

Immunabwehr von CF Patienten mit P. aeruginosa Infektion spielt.

6.2 Neutrophile Granulozyten bei CF Patienten

Im Zuge der angeborenen Immunreaktion kommt es bei CF Patienten zu einer Rekrutierung
groBer Mengen von NG in den Atemwegen®*>>. Trotz der anhaltenden Prisenz von NG wird die
Mehrheit der Lungen von CF Patienten schon im frithen Alter mit Bakterien besiedelt. Meist

bleibt dieser Zustand ein Leben lang erhalten*”’

. Eine Mutation des Cystische Fibrose
Transmembran Regulator (CFTR) Proteins wird mit der iiberschieBenden Produktion von pro-
inflammatorischen Mediatoren bei CF Patienten in Verbindung gebracht’’'. Miuse mit defektem
CFTR Protein haben deutlich weniger ausgepridgte Krankheitssymptome der Lunge als CF
Patienten””. CF Patienten haben auBerdem keine relevanten systemischen Immundefekte,
wohingegen ihre pulmonale Immunantwort nicht in der Lage ist, die Atemwege vor bakterieller
Besiedelung zu bewahren®'®. Zahlreiche Hinweise deuten in diesem Sinne darauf hin, dass die
neutrophile Lungenerkrankung von CF Patienten nicht primir durch eine Mutation im CFTR
Gen verursacht wird, da NG CFTR gar nicht oder nur in sehr niedrigen Mengen exprimieren*’.
NG im peripheren Blut von CF Patienten weisen aullerdem nur sehr geringe Unterschiede zu NG
von gesunden Kontrollen auf, wohingegen NG aus CF Atemwegen deutliche Unterschiede zu
NG aus gesunden Atemwegen zeigen. NG aus CF Atemwegen zeigen eine deutliche Schwiche,
Bakterien abzutoten. In Zusammenschau dieser Vorbefunde ist es wahrscheinlich, dass NG selbst
durch die anhaltende Entziindung in ihrer Funktion verindert werden’. NG werden durch deren

Oberflachenrezeptorexpression charakterisiert. Wir untersuchten deshalb die

Oberflachenexpression von Rezeptoren der angeborenen Immunantwort (Toll-like Rezeptoren,
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Komplementrezeptoren und den LTB4-Rezeptor 1) auf NG im peripheren Blut und in den
Atemwegen von CF Patienten und gesunden Kontrollprobanden, um die Ursache(n) der gestorten

Funktion der NG in CF Atemwegen besser zu verstehen.

6.3 Toll-like Rezeptoren

TLR wurden als die wichtigsten Mustererkennungsrezeptoren / Pattern Recognition Rezeptoren
(PRR) auf NG beschrieben’. NG erkennen Bakterien iiber die Bindung an TLR. Wenn Bakterien
iiber TLR erkannt werden sind NG in der Lage, vorhandene Pathogene zu phagozytieren und
intrazelluldr abzutoten. Frithere Studien haben gezeigt, dass NG auf mRNA Ebene alle TLRs
auBler TLR3 exprimieren. Dies mag auf der Tatsache beruhen, dass TLR3 in erster Linie viral-
assoziierte sSRNA erkennt und NG hauptsidchlich antibakterielle Funktionen besitzen. Auf
Proteinebene ist die Expression von TLR1, TLR2, TLR4 und TLR9 auf NG bereits beschrieben
worden’**". Die Expression von TLR5 auf NG ist bislang nicht untersucht worden. Wir haben
die Expression von TLR auf Proteinebene sowohl bei gesunden Probanden (peripheres Blut) als
auch am Ort bakterieller Entziindung (Sputum von CF Patienten) untersucht. Unter Verwendung
der Durchflusszytometrie haben wir zum ersten Mal gezeigt, dass TLRS auf Proteinebene den am
starksten exprimierten TLR auf NG darstellt. TLRS besitzt eine 5- bis 10-fach hdohere
Fluoreszenzintensitdt auf der Oberfliche von NG verglichen mit der moderaten Expression von
TLR1, TLR2 und TLR4. Dies fiihrte uns zu der Hypothese, dass gerade TLRS auf NG eine
entscheidende Rolle in der antibakteriellen Immunitit von NG in CF Atemwegen spielen konnte.

Die TLRS5 Oberflichenexpression auf NG im peripheren Blut war bei gesunden
Probanden und CF Patienten nahezu identisch. In den Atemwegen von CF Patienten dagegen
zeigt TLRS eine bemerkenswert hohere Expression auf NG von CF Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen, wihrend TLR1, TLR2 und TLR4 in beiden Féllen schwach exprimiert
waren. Dabei zeigten TLR1, TLR2 und TLR4 nur Unterschiede zwischen NG aus den
Atemwegen und dem peripheren Blut aber keine Unterschiede zwischen Atemwegs-NG bei CF-
und Kontrollprobanden. Die relativ geringe Expression von TLR4 auf NG in CF Atemwegen im
Vergleich zu TLRS konnte auf die dort vorhandene hohe Elastasenaktivitit zurlickzufiihren sein,
welche TLR4 erniedrigen kann'®.

TLRS erkennt Flagellin, den Hauptbestandteil von bakteriellem Flagellum, das einen
wichtigen Virulenzfaktor sowohl fiir Gram positive als auch fiir Gram negative Bakterien
darstellt”. So wie auch andere Pathogene in den Atemwegen benutzt P. aeruginosa fir die
Fortbewegung Flagella'’. Nach Bindung von Flagellin an TLR5 auf Epithelzellen wird iiber die
Aktivierung des Myeloid Differenzierungsproteins 88 (MyD88) eine pro-inflammatorische
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Zellantwort durch Mobilisation von NF-kB und Produktion von Zytokinen wie TNF-o. und IL-6
ausgelost™>". Bislang gibt es keine Daten iiber die Rolle von TLR5 auf NG bei Infektion durch
P. aeruginosa. Unsere Ergebnisse bei CF Patienten, die einer chronischen Infektion mit P.
aeruginosa unterliegen, lassen uns vermuten, dass TLR5" NG eine wichtige Rolle bei der lokalen
Immunantwort in der CF Lunge spielen konnte. NG in den CF Atemwegen zeigten eine hdhere
TLRS5 Oberflachenexpression als bei gesunden Kontrollen. Deshalb nahmen wir an, dass die
TLRS5 Expression durch die Anwesenheit von bakteriellen oder anderen pro-inflammatorischen
Stimuli in vivo in CF Atemwegen induziert wird. Unsere Daten zeigen, dass gerade TLR2
Liganden die Expression von TLRS auf NG deutlich erhdhen. Dies konnte ein Hinweis auf TLR2
abhédngige intrazellulire Mechanismen sein, die die TLRS Oberflaichenexpression auf NG
modulieren, was in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden sollte. Hayashi et al. fanden
fiir TLRS in NG auf mRNA Ebene nur eine méBige Expression, wiahrend TLR1, TLR2 und
TLR4 wesentlich hdher exprimiert waren®*. Im Gegensatz dazu zeigten unsere Daten eine relativ
hohe Proteinexpression von TLRS auf der Oberfliche von NG. TLR1, TLR2 und TLR4 dagegen
waren auf Proteinebene nur sehr schwach exprimiert. Dies ldsst sich mdglicherweise durch die
post-translationale Regulation vieler intrazelluldr gespeicherter NG Rezeptoren erklaren.

Fasst man die Daten fritherer und unserer aktuellen Studien zusammen, so kommen wir
zu folgendem hypothetischen Szenario: Wenn P. aeruginosa mit der Epithelbarriere der
Atemwege in Beriihrung kommt, erkennt TLR5'""* auf Epithelzellen das Bakterium und setzen

463 Wihrend NG in den Atemwegen

Chemokine frei, welche NG in die Atemwege rekrutieren
nur geringe oder keine Oberflichenexpression von TLR1, 2 oder 4 aufweisen, ist die Expression
von TLRS5 erhoht. Dies ermoglicht ihnen die Erkennung des bakteriellen Flagellums. Da
allerdings P. aeruginosa bei CF Patienten im fortgeschrittenen Stadium ihre Flagellen
verlieren®, konnen die Bakterien iiber TLR5 auf NG héufig nicht mehr erkannt und eliminiert
werden®. Weitere Studien sind allerdings notwendig um diesen Mechanismus genauer zu
untersuchen. Neben P. aeruginosa werden die CF Atemwege auch durch andere Bakterien, wie
z.B. Staphylokokkus aureus, infiziert, deren #uBere Membran TLR2 Liganden enthilt'?. In
unseren Versuchen induzierten die TLR2 Liganden LTA und insbesondere Pam;CSK4 bei der in
vitro Stimulation von isolierten NG eine erhohte TLRS Expression. Da NG TLR2 exprimieren,
spekulieren wir, dass TLR2 Liganden iiber die Bindung an TLR2 die TLRS Expression von NG
erhdhen und somit deren Antwort auf P. aeruginosa modulieren konnten.

Alles in allem deuten unsere Daten darauf hin, dass TLRS eine ausschlaggebende Rolle

bei der antibakteriellen Immunantwort in vitro und bei CF in vivo spielen konnte. Da die Lungen

von CF Patienten chronisch durch P. aeruginosa kolonisiert werden, kénnten TLR5™ NG in CF
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Atemwegen einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt bei der NG-dominierten CF

Lungenerkrankung darstellen.

6.4 Leukotrien B4 Rezeptor 1

Leukotrien B4 ist liber die Bindung an BLT1 maligeblich an der chemotaktischen Immunantwort
des angeborenen Immunsystems und somit auch an der Mobilisation von NG beteiligt'™®. Es ist
bekannt, dass BLT1 u.a. bei Patienten mit COPDS;‘“, wie z.B. Rauchern eine wichtige Rolle
spielt. Beeh et al. haben gezeigt, dass es in den Atemwegen von COPD Patienten durch IL-8 und
LTB4 zu einer verstirkten Immigration von NG und deren Aktivierung kommt’. Auch in der
Asthmatikerlunge kommt es bei erhohter Konzentration des Pléttchenaktivierenden Faktors
(PAF) zu einer Rekrutierung von NG und zu einer erhohten Expression von BLTI auf NG.
Durch die Stimulation von isolierten NG durch PAF in vitro kam es zur endogenen Produktion
von LTB4 und dadurch zur Aktivierung von BLT1?*?' auf der NG Oberfliche. In der CF Lunge
ist die Konzentration von LTB4 bei Infektion durch P. aeruginosa im Vergleich zu anderen
Keimen und nicht-infizierten Patienten signifikant erhoht’''. Entgegen den Erwartungen fanden
wir im induzierten Sputum von CF Patienten eine geringere Expression von BLT1 auf NG als im
peripheren Blut. Im Vergleich zu den gesunden Probanden zeigten CF Patienten jedoch sowohl
im Blut als auch im induzierten Sputum eine erhohte Expression von BLTI auf NG. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass (i) CF Patienten per se eine erhohte BLT1 Expression auf NG
zeigen und dass (ii) lokale Faktoren in Atemwegen die BLT1 Expression auf NG
herunterregulieren konnen.

Es stellte sich die Frage, was in der Lunge zu dieser erniedrigten Expression fiihren
konnte. Bei Infektion der Atemwege von CF Patienten mit P. aeruginosa steigt der LTB4
Spiegel an''. In unserer Studie haben wir isolierte NG mit TLR Liganden behandelt und fanden,
dass die Expression von BLT1 auf NG durch Stimulation mit LPS deutlich reduziert wird. Im
Vergleich zu unbehandelten NG zeigte BLT1 nach Stimulation mit LPS nur noch ca. 20% der
urspriinglichen Fluoreszenzintensitdt. Weitere TLR Liganden fiihrten dagegen zu keiner
signifikanten Verdnderung der BLT1 Expression auf NG. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der
TLR Ligand LPS aus P. aeruginosa einen moglichen Faktor fiir die verminderte BLTI
Expression auf NG in CF Atemwegen darstellen konnte. Da aber die BLT1 Expression von NG
im Sputum von gesunden Probanden verglichen mit deren peripheren Blut ebenfalls erniedrigt
war, miissen noch weitere Faktoren fiir diese Tatsache verantwortlich sein. Moglicherweise fiihrt
die Migration von NG aus dem Blut in die Atemwege zu einer Verminderung der BLTI

Expression. Detaillierte Studien sind notwendig, um diesen Sachverhalt zu kldren.
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6.5 Komplementrezeptoren

Die Komplementrezeptoren 1 (CD35/CR1) und 3 (CDI11b/CR3b) sind mafBgeblich an der
Abwehr von systemischen Bakterien- und Pilzinfektionen durch NG beteiligt. Bei CD11b
handelt es sich um ein B-Integrin das fiir die Adhédsion, Diapedese und Phagozytose der NG eine
Rolle spielt. Es fungiert als Rezeptor fiir die Komplementkaskadenkomponente C3bi®*¢'.
Gespeichert in intrazelluliren Granula unstimulierter NG liegt es unter physiologischen
Bedingungen in duBlerst geringer Expression in NG vor. Erst nach Aktivierung durch Pathogene
bzw. deren Produkten steigt die CD11b Expression auf NG an®**'°. Dieser rasche Anstieg nach
Pathogenexposition macht CD11b zu einem Indikator fiir das Vorliegen einer Infektion bzw.
Inflammation. Berger et al. haben gezeigt, dass CD11b auf NG in der BAL von CF Patienten
sehr hoch exprimiert wird. Dies konnte in vitro durch Stimulation mit fMLP reproduziert
werden'’. Auch die Behandlung von isolierten NG durch weitere bakterielle Bestandteile fiihrte
in vitro zu einer erhdhten Expression von CD11b%.

In unserer Studie haben wir die Expression von CDI11b auf NG im Sputum und
peripheren Blut von CF Patienten mit entsprechenden Proben von gesunden Probanden
verglichen. Dabei fanden wir eine signifikant hohere Expression von CD11b auf NG aus den
Atemwegen von CF Patienten im Vergleich zu NG im Sputum und peripheren Blut der
Kontrollgruppe. Die CD11b Expression auf NG im CF Blut unterschied sich dagegen nicht von
der gesunder Patienten. Daneben haben wir isolierte NG in vitro mit bakteriellem Pam;CSK4
behandelt. Dabei fand sich eine um 100% erhohte Expression von CD11b nach einstiindiger
Inkubation im Vergleich zu unstimulierten NG. Insofern korrelieren unsere Ergebnisse mit denen
von Berger et al. Diese deuten darauf hin, dass die Aktivierung von NG durch fMLP oder TLR2
Liganden zu einer Erhohung von CD11b auf NG fiihrt, was eine Erklarung fiir die erhohte
CD11b Oberflachenexpression in CF Atemwegen sein konnte.

Im Gegensatz zu CD11b war bei Berger et al. die Expression von CD35 auf NG im CF
BALF verglichen mit der in vitro Stimulation mit fMLP erniedrigt'®. Uber die spezifische
Bindung an CD35 auf NG und auch Makrophagen opsoniert der Komplementfaktor C3b Partikel
bei der Phagozytose. Dadurch ist CD35 malgeblich bei der Abwehr von pathogenen
Mikroorganismen beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Neutrophilen-, als auch P.
aeruginosa-Elastase CD35, jedoch nicht CD11b auf NG in vitro spalten kann. Dabei ist die
Elimination von Bakterien durch NG beeintrachtigt. Durch den Einsatz von Proteaseinhibitoren
konnte in vitro der Verlust von CD35 verhindert werden®”®'. Daraus ldsst sich schlielen, dass

CD35 eine bedeutende Rolle bei durch CF verursachte Lungenerkrankungen spielen konnte.
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Wir haben die CD35 Expression auf NG im Sputum und peripheren Blut von CF Patienten mit
gesunden Probanden verglichen. Dabei war die Expression von CD35 auf NG im CF Blut erh6ht
im Vergleich zu Sputum und Blut von Gesunden. In den Atemwegen von CF Patienten fand sich
dagegen eine signifikant niedrigere Expression von CD35 auf NG verglichen mit der
Kontrollgruppe und CF Blut. Wir vermuteten, dass neben Neutrophilen-, und. P. aeruginosa-
Elastase noch weitere Faktoren am Verlust von CD35 auf NG in CF Atemwegen beteiligt sein
konnten. Aus diesem Grund haben wir isolierte NG in vitro mit TLR Liganden behandelt. Dabei
fanden wir, dass durch die Stimulation von isolierten NG mit bakteriellen CpG-Motiven die
Expression von CD35 auf NG deutlich verringert wird. Somit konnte die TLR9 Aktivierung
durch CpG-ODN einen weiteren Faktor fiir die verminderte CD35 Expression auf NG in der CF

Lunge darstellen.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Unsere Studie erbrachte folgende Ergebnisse:

(1)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

TLRS5 wird von NG auf Proteinebene deutlich héher exprimiert als TLR1, TLR2,
TLR4 und TLRY9. TLRS5 wird von NG sowohl auf der Oberfliche als auch
intrazelluldr exprimiert. TLRS zeigt somit unter allen TLR die hochste
Proteinexpression auf NG.

TLRS5 und TLRY werden auf NG in induziertem Sputum von CF Patienten signifikant
hoher exprimiert als auf NG im peripheren Blut.

Die Oberflichenexpression von TLRS auf Atemwegs-NG ist bei CF Patienten
signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden, wihrend TLRI,
TLR2, TLR4 und TLR9 keine CF-spezifische Erhohung auf Atemwegs-NG zeigen.
Es finden sich erhohte Prozentsitze von TLR5™ NG in induziertem Sputum von CF
Patienten im Vergleich zu Sputum von gesunden Probanden.

TLR2 Liganden und pro-inflammatorische Zytokine induzieren eine erhohte
Oberflachenexpression von TLRS auf NG.

Die Oberfldchenexpression von BLT1 ist in induziertem Sputum von CF Patienten
erhoht im Vergleich zu Sputum von gesunden Probanden. LPS reduziert in vitro die
BLT1 Expression auf NG.

Bei CF Patienten ist die Expression von CD11b in induziertem Sputum vermehrt,
wéhrend die Expression von CD35 im Vergleich zu Sputum von gesunden Probanden
vermindert ist. Pam3;CSKy induziert eine erhohte Oberflachenexpression von CD11b

auf NG. CpG-ODN reduzieren die Oberflichenexpression von CD35 auf NG.

Unsere Studie deutet zusammenfassend darauf hin, dass insbesondere TLRS auf NG eine

herausragende Rolle bei der antibakteriellen Immunabwehr von CF Patienten mit P. aeruginosa

Infektion spielt. TLRS auf NG konnte einen entscheidenden Krankheitsmarker und somit auch

einen moglichen therapeutischen Angriffspunkt bei der CF Lungenerkrankung darstellen.

Weitere Studien sind notwendig, um die Rolle von TLRS bei CF weiter zu charakterisieren.
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Tab.1: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (Auswahl)

Tab.2: Patientendaten

10. ABBILDUNGSVERZEICHNIS
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Abb.8:

Abb.9:

Abb.10:

Abb.11:
Abb.12:

Abb.13:

Extrazelluldre und intrazelluldre TLR Expression auf NG im peripheren Blut

TLR Expression von NG im peripheren Blut und induziertem Sputum bei CF Patienten
und gesunden Kontrollprobanden

TLR Expression im peripheren Blut und induzierten Sputum von CF Patienten

Lunge zu Blut Ratio bei CF Patienten und gesunden Kontrollen

TLRS5" NG im induzierten Sputum bei CF Patienten und gesunden Kontrollprobanden
TLRS5 Expression vor und nach Stimulation

TLRS5 Expression nach Inkubation mit verschiedenen TLR Liganden

BLT1 Expression auf NG im peripheren Blut und induzierten Sputum bei CF Patienten
und Kontrollprobanden

BLT1 Expression nach Inkubation mit verschiedenen TLR

Liganden

CD11b Expression auf NG im induzierten Sputum und im peripheren Blut von CF
Patienten und Kontrollprobanden

FACS Histogramm von CD11b

CD35 Expression auf NG im induzierten Sputum und im peripheren Blut von CF
Patienten und Kontrollprobanden

FACS Histogramm von CD35
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