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1. Einleitung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche RNA-erkennenden „Toll-like 

receptors“ (TLR) von humanen, neutrophilen Granulozyten exprimiert werden. Des 

Weiteren wurden die Beeinflussung grundlegender Zellfunktionen durch diese 

Rezeptoren sowie die Voraussetzungen der artifiziellen Stimulation untersucht. 

Die folgenden Kapitel sollen notwendige Kenntnisse zum Verständnis der vorliegenden 

Arbeit vermitteln und auf ihre Fragestellung hinführen. Es wird dargelegt, warum 

insbesondere die Nutzung antiviraler Immunantworten therapeutisch interessant ist, 

über welche Rezeptoren und Zellen solche Antworten initiiert werden und wie und 

wofür sie therapeutisch genutzt werden könnten. 

 

 

1.1 Das humane Immunsystem 

 

1.1.1 Angeborene und erworbene Immunität 

 

Aus evolutionärer Perspektive betrachtet, ist es die Aufgabe des Immunsystems, das 

eigene Genom gegen andere Genome zu schützen. Das bedeutet, dass eindringende 

Pathogene wie Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten effektiv bekämpft werden 

müssen, dass aber auch entartete eigene Zellen beseitigt werden müssen. Das 

Immunsystem muss also fähig sein, diese „Fremdgenome“ zu erkennen und sie 

anschließend zu beseitigen. 

Traditionell wird das Immunsystem des Menschen in einen angeborenen und in einen 

erworbenen Teil unterteilt. Der angeborene Teil wird durch Monozyten und 

Makrophagen, dendritische Zellen und Granulozyten repräsentiert, der erworbene Teil 

durch Lymphozyten. Beide Teile interagieren miteinander. Beide Teile haben die 

Fähigkeiten des Erkennens und des Tötens, jedoch wird die Entscheidung, ob und 

welche Immunantwort initiiert wird, durch Zellen des angeborenen Immunsystems 

getroffen. 
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1.1.2 „Fremd“ oder „Selbst“? – Pattern-Recognition Receptors 

 

Die Zellen des angeborenen Immunsystems bewältigen vielfältige Aufgaben. Darunter 

fällt auch die Erkennung bestimmter pathogen-assoziierter molekularer Muster, so 

genannter „Pathogen-associated molecular patterns“ (PAMP). Die Oberfläche von 

Pathogenen, aber auch die Nukleinsäuren von Viren und Bakterien weisen derartige, 

sich wiederholende Muster auf. „Pattern recognition receptor“ (PRR) erkennen diese 

Strukturen und befähigen die Zellen des Immunsystems, zwischen „fremd“ und 

„selbst“ zu unterscheiden, da diese Strukturen in der Regel nicht auf oder in 

körpereigenen Zellen zu finden sind (Janeway, Jr. und Medzhitov, 2002) 

 Um als Ligand eines PRR geeignet zu sein, muss eine Struktur eine Reihe von 

Bedingungen erfüllen. Sie sollte auf einer großen Gruppe von Pathogenen vorhanden 

sein und aus diesem Grunde ein Muster und keine spezielle, einzelne, seltene Struktur 

repräsentieren (Medzhitov und Janeway, Jr., 1997). Des Weiteren müssen diese Muster 

konstant und invariabel von den betreffenden Pathogenen exprimiert werden. Da sich 

die meisten Pathogene in der Regel durch hohe Mutationsraten und enorme 

Variabilität auszeichnen, kann es sich bei invariablen Strukturen nur um solche 

handeln, die für das Überleben oder die Pathogenität des Keimes essentiell sind (Akira 

et al., 2006; Medzhitov und Janeway, Jr., 1997). Schlussendlich muss sich dieses 

Muster sicher von körpereigenen Strukturen unterscheiden lassen – zumindest von 

jenen, die im Umfeld eines PRR normalerweise vorkommen (Medzhitov und Janeway, 

Jr., 1997). 

 Wichtige PRR sind - neben einer Reihe anderer - die sogenannten „Toll-like 

receptors“ (TLR) und die CARD-Helikasen (CARD: Caspase recruitment domain). Auf 

die für Viruserkennung relevanten TLR und Helikasen wird in den folgenden Kapiteln 

eingegangen. 

 Prinzipielle Funktionen von PRR beinhalten Opsonisierung, Aktivierung der 

Komplement- und der Gerinnungskaskade, Phagozytose, die Induktion von Apoptose, 

die Regulation costimulatorischer Moleküle (s. u. und vgl. 1.1.5.2 „TLR-induzierte 

Aktivierung des adaptiven Immunsystems“), die Aktivierung proinflammatorischer 

Signalwege (Medzhitov und Janeway, Jr., 1997) und schlussendlich die Aktivierung 
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spezifischer T- und B-Zellen des adaptiven Immunsystems (Iwasaki und Medzhitov, 

2004). Die Erkennung einer Struktur als „fremd“ sowie die daraus resultierende 

Entscheidung, ob eine Antwort des Immunsystems nötig ist, sind hauptsächlich – zu 

berücksichtigen sind regulatorische T-Zellen - an die PRR der angeborenen Immunität 

gebunden (Janeway, Jr. und Medzhitov, 2002; Medzhitov und Janeway, Jr., 1997). 

 Die Bindung eines spezifischen Liganden an einen oder mehrere 

unterschiedliche PRR beeinflusst auch die Art der Immunantwort (vgl. 1.1.3 „Toll-like 

Rezeptoren“). Spezifische PAMPs führen zu spezifischen, unterschiedlichen Reaktionen 

des angeborenen und des adaptiven Immunsystems. 

 Neben der gerade vorgestellten „Pattern-recognition theory“ (Medzhitov und 

Janeway, Jr., 2002; Nathan, 2006), die auch als „Freund-Feind-Theorie“ bezeichnet 

werden kann, muss auf eine weitere Betrachtungsweise, die „Gefahrentheorie“ 

(Matzinger, 2002) hingewiesen werden: „Antigen-presenting cells“ (APC) werden z. B. 

auch in verletzten Geweben aktiviert, wenn andere Zellen „Gefahrensignale“ 

(Zytokine, Radikale etc.) geben. In Kapitel 1.1.3.1 wird eine Rezeptor-Familie 

vorgestellt, die sowohl PAMPs, als auch allgemeinere Gefahrensignale – z. B. 

extrazelluläre Einzel- oder Doppelstrang-RNA als Zeichen des Zelluntergangs – 

erkennen. Dies sind u. a. die für die Viruserkennung relevanten PRR. 

 

 

1.1.3 Toll-like Rezeptoren 

 

TLR sind evolutionär betrachtet alte, konservierte PRR (Akira et al., 2006; Janeway, 

Jr. und Medzhitov, 2002). „Toll“ wurde zunächst als ein Genprodukt charakterisiert, 

dass für die Entwicklung der dorso-ventralen Achse in Embryos von Drosophila 

Bedeutung hat (Akira et al., 2006; Janeway, Jr. und Medzhitov, 2002). Später 

erarbeiteten Lemaitre et al., dass dieses Genprodukt auch eine entscheidende Rolle 

für die Immunabwehr von Fungi spielt (Lemaitre et al., 1996). 

 Mittlerweile ist eine Reihe von TLR beschrieben worden. Man geht davon aus, 

dass die meisten Mammalia über ein Repertoire von zehn bis fünfzehn dieser PRR 

verfügen (Akira et al., 2006; Iwasaki und Medzhitov, 2004), wobei derzeit zehn 
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humane TLR beschrieben sind (Janeway, Jr. und Medzhitov, 2002). Der humane TLR11 

scheint nicht funktional exprimiert zu werden (Akira et al., 2006). 

 TLR sind transmembranäre Glykoproteine. Ihre extrazelluläre, N-terminale 

Domäne besteht aus einem LRR, der unterschiedliche Liganden spezifisch bindet. Es 

folgt eine transmembranäre Domäne. Die Signaltransduktion erfolgt durch die 

zytoplasmatische „Toll-interleukin-1 receptor homology“ – Domäne, kurz TIR 

(Janeway, Jr. und Medzhitov, 2002; Kawai und Akira, 2006; Meylan und Tschopp, 

2006). Diese rekrutiert Moleküle, die ebenfalls eine TIR-Domäne enthalten, sich von 

TLR zu TLR aber unterscheiden können (s. u.). 

 Unmittelbar verknüpft mit der Funktion einzelner TLR ist ihre Lokalisation in 

verschiedenen Kompartimenten und verschiedenen Zellen des Immunsystems. Diese 

differenzierte Expression von TLR ist allerdings nicht statisch, sondern wird durch 

Umweltfaktoren (Pathogene, Zytokine) beeinflusst (Akira et al., 2006). 

 TLR, die hauptsächlich extrazelluläre Pathogene erkennen, z. B. 

Membranbestandteile von Bakterien, sind auf der Oberfläche (Akira et al., 2006; 

Miyake, 2007) oder in der Membran des Phagosoms (Ozinsky et al., 2000) humaner 

Immunzellen, aber auch in Epithelzellen (Gewirtz et al., 2001) lokalisiert. Solche TLR 

sind TLR1, -2, -4, -5 und -6. Sie erkennen, z. T. als Homo- oder Heterodimer oder erst 

nach Bindung des PAMP an ein Hilfsprotein, Bestandteile bakterieller Membranen wie 

z. B. Lipoproteine, Peptidoglykan, Lipoteichonsäure, Lipopolysaccharid oder Flagellin 

(Alexopoulou et al., 2002; Cook et al., 2004; Gewirtz et al., 2001; Hawn et al., 2003; 

Hayashi et al., 2001; Ozinsky et al., 2000; Poltorak et al., 1998; Takeuchi et al., 2001; 

Takeuchi et al., 2002) sowie Bestandteile verschiedener Fungi (Roeder et al., 2004). 

 Die TLR3, -7, -8 und -9 erkennen Nukleinsäuren verschiedener Pathogene. Diese 

sind erst nach dem endosomalen Abbau der Protein- und Lipidstrukturen des 

Pathogens zugänglich. Deshalb sind diese TLR in Immunzellen in der Membran des 

Endosoms lokalisiert, wo sie durch Chloroquin inhibierbar sind (Heil et al., 2003; Latz 

et al., 2004; Lee et al., 2003; Matsumoto et al., 2003). Wahrscheinlich wird durch 

diese Lokalisation die Erkennung körpereigener Nukleinsäuren aus apoptotischen 

Zellen in der Regel verhindert (Meylan und Tschopp, 2006). 

 TLR3 soll virale Doppelstrang-RNA (dsRNA) erkennen (Alexopoulou et al., 2001), 

die im Replikationszyklus auch einzelsträngiger Viren vorkommt. Es ist allerdings zu 
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berücksichtigen, dass lediglich für polyI:polyC (pI:C), das als synthetisches dsRNA - 

Analogon betrachtet wird (Kawai und Akira, 2006), ein deutlicher TLR3-abhängiger 

Effekt nachgewiesen werden konnte. Andere synthetische dsRNA – Kombinationen 

(pA:U) zeigten zwar signifikante, aber trotzdem nur geringe TLR3-abhängige Effekte 

(Alexopoulou et al., 2001; Salaun et al., 2006). Insbesondere bei Salaun et al. fehlt 

der Nachweis, dass der beobachtete Effekt tatsächlich TLR3- und nicht TLR7-, TLR8- 

oder gar RIG-I-abhängig ist, da hier insbesondere nicht beschrieben ist, wie die 

fragliche dsRNA verwendet wurde. Auch weil einige Autoren zeigen konnten, dass 

TLR3 in bestimmten viralen Infektionsmodellen keinerlei Rolle spielt (Edelmann et al., 

2004; Schroder und Bowie, 2005), muss die allgemeine Aussage, dass TLR3 generell 

dsRNA erkennt, eventuell auf andere Eigenschaften der Nukleinsäuren eingeschränkt 

werden. 

 TLR3-Aktivität führt über die 

Phosphorylierung von „Interferon regulatory 

factor 3“ (IRF3) und IRF7 zur Induktion von 

Interferon (IFN), und zwar IFNβ; IFNα wird 

nicht gebildet (Kato et al., 2006). Über eine 

weitere Signalkaskade wird „Nuclear factor 

κ B“ (NFκB) aktiviert, was schlussendlich 

zur Sekretion inflammatorischer 

Botenstoffe, sogenannter Zytokine, führt 

(Abb. 1) (Kawai und Akira, 2006; Meylan und 

Tschopp, 2006). Über die dargestellten 

Signalwege hinaus existiert noch ein 

„Mitogen activated protein kinase“-

abhängiger (MAPK) Transduktionsweg. Hier 

sei auf die entsprechenden Übersichtsarbeiten verwiesen (Hemmi et al., 2002; Sato et 

al., 2005). 

 Der natürliche Ligand für TLR7 ist Einzelstrang-RNA (ssRNA), wie sie in Viren, 

aber auch in humanen Zellen (Diebold et al., 2004; Lund et al., 2004) oder in Form 

sogenannter synthetischer Oligoribonukleotide (ORN) vorkommt. Nach Hornung et al. 

ist diese Erkennung Motiv-abhängig und nicht abhängig vom Gehalt an Guanosin (G) 

Abb. 1: Signaltransduktion von TLR3, RIG-I und MDA5; 

z. T. vereinfachte Darstellung (Akira et al., 2006) 
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und Uridin (U) der ssRNA (Hornung et al., 2005). Das beschriebene Motiv umfasst neun 

Basen, eingebettet in einem 19mer. Dem entgegen stehen die Beobachtungen von 

Diebold und Heil, wonach die Erkennung von ssRNA durch TLR7 abhängig vom GU- bzw. 

U-Gehalt ist (Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004). Neben ssRNA wird dieser 

Rezeptor auch durch Imiquimod, Resiquimod (R-848) und Loxoribin aktiviert (Heil et 

al., 2003; Hemmi et al., 2002). 

 Dass TLR7 prinzipiell auch humane ssRNA erkennt, deutet auf eine weitere 

Funktion dieses Rezeptors hin: Extrazelluläre ssRNA ist nur dann vorhanden, wenn 

körpereigene oder fremde Zellen untergegangen sind. Beides ist ein Gefahrensignal, 

das z. B. über TLR7 und -8 eine Immunantwort auslösen kann, wie sie auch bei 

sogenannten sterilen Infektionen vorkommt. Die beiden genannten Rezeptoren 

erkennen somit nicht ein bestimmtes PAMP, sondern ein allgemeines Gefahrensignal: 

SsRNA an einem Ort, an dem sie normalerweise nicht vorkommt (vgl. Kapitel 1.1.2). 

 Laut Heil et al. scheint dies für TLR8 - ähnlich wie bei TLR7 - abhängig vom GU-

Gehalt der ssRNA zu sein (Heil et al., 2004). Dieser TLR kann ebenfalls durch R-848 

aktiviert werden (Jurk et al., 2002). 

 TLR9 hingegen bindet an bakterielle und virale DNA, die sogenannte nicht-

methylierte CpG-Motive enthält (Hemmi et al., 2000; Krieg, 2002; Krug et al., 2004b; 

Latz et al., 2004). Synthetische Oligodeoxynukleotide (ODN) binden ebenfalls an 

diesen Rezeptor. Hartmann et al. beschrieben das optimale Motiv für den humanen 

Rezeptor als Abfolge der Basen 5’-GTCGTT-3’ (Hartmann und Krieg, 2000). Weitere 

ODN-Eigenschaften, wie z. B. die Anzahl der Motive, Poly-G-Motive und andere, 

beeinflussen ihre immunostimulatorische Aktivität (Krieg, 2006). Auch die Struktur des 

„Grundgerüstes“, der Zucker-Phosphat-Abfolge, beeinflusst die Aktivität synthetischer 

ODN. So sind Phosphorothioate (PS-ODN, „Phosphorothioate substituted-ODN“) zwar 

stabiler als die natürlichen Phosphodiester. Sie eignen sich dafür aber weniger zur 

Induktion einer TLR9-mediierten IFNα-Produktion in „Plasmacytoid dendritic cells“ 

(PDC) (Hartmann et al., 2000; Hartmann und Krieg, 2000; Roberts et al., 2005). Auch 

neutrophile Granulozyten zeigen auf herkömmliche ODN keinerlei Aktivitätsänderung, 

auf PS-ODN jedoch sehr wohl (Bylund et al., 2002). Prinzipiell sind derlei 

Modifikationen natürlich auch bei ORN möglich und könnten die Rezeptor-

Bindungseigenschaften der Moleküle beeinflussen. Dies sollte bei der 
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Ergebnisinterpretation und bei der Auswertung der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen 

berücksichtigt werden. So erarbeiteten Heil et al. ihre Ergebnisse mit PS-ORN (Heil et 

al., 2004). 

 TLR7, -8 und -9 rekrutieren ein anderes 

Adaptermolekül als TLR3, nämlich „Myeloid differentiation 

marker MyD88“ (MyD88), an ihre intrazelluläre TIR-Domäne 

(Abb. 2) (Akira et al., 2006; Hemmi et al., 2002; Kawai und 

Akira, 2006). Dies führt wie bei TLR3 zur Aktivierung von ATF-

2-c-Jun und NFκB, wobei der Transduktionsweg 

unterschiedlich ist. Daneben führt die Aktivierung von TLR7 

und -9 auch zur Aktivierung von IRF7 und damit zur IFN-

Produktion. 

 Der Vollständigkeit halber sei an dieser Stelle erwähnt, 

dass auch TLR2 und -4 eine Rolle in der Viruserkennung 

haben: Sie erkennen bestimmte Hüllproteine, z. B. TLR4 das 

„Fusion protein“ des „Respiratory syncytial virus“ (RSV) (Kurt-

Jones et al., 2000) oder TLR2 Bestandteile des Herpes-

Simplex Virus-1 (HSV-1) (Kurt-Jones et al., 2004). Da sie 

jedoch lediglich zur Induktion allgemein proinflammatorischer Zytokine, nicht aber zur 

Induktion spezifisch antiviraler Zytokine führen (Akira et al., 2006), werden diese 

Rezeptoren in den folgenden Ausführungen vernachlässigt. 

 Tabelle 1 zeigt schließlich die Expression verschiedener TLR in verschiedenen 

Zellarten des humanen Immunsystems. Epithelzellen (Iwasaki und Medzhitov, 2004) 

und weitere TLR-exprimierende Zellen (z. B. Fibroblasten (Matsumoto et al., 2003)) 

bleiben unberücksichtigt. Auf das Expressionsmuster humaner Granulozyten wird 

weiter unten eingegangen. Es ist immer zu berücksichtigen, dass die Erkenntnisse über 

TLR und ihre Signaltransduktion zum großen Teil durch Tierexperimente gewonnen 

wurden. Ob und wie weit diese Erkenntnisse auf das menschliche Immunsystem 

zutreffen, ist nicht in jedem Fall bekannt. 

 Wie im folgenden Kapitel dargelegt wird, bestimmt auch das unterschiedliche 

Expressionsmuster der TLR in verschiedenen Zellen den Effekt, den ein Ligand oder 

PAMP auslöst. 

Abb. 2: Signaltrans-duktion 

von TLR7 und -9 (Akira et al., 

2006). 
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 T-Zellen B-Zellen NK-Zellen Monozyten PDC Myeloide DC 

(MDC) 

1 + + + + + + 

2 - + + + - + 

3 - - + - - + 

4 - + - + - - 

5 + - + + - + 

6 - + + + + + 

7 - + - +/- + +/- 

8 - - - + - + 

9 + + + + + - 

10 - + - - + + 

 

 

1.1.4 Zytoplasmatische Erkennung von Viren durch PRR 

 

Neben TLR3, -7 und -8 existieren zytoplasmatisch lokalisierte RNA-Rezeptoren. Die 

wesentlichen zwei Moleküle sind „Retinoic acid – inducible gene – I“ (RIG-I) und 

„Melanoma-differentiation-associated gene 5“ (MDA5). RIG-I erkennt 5’-Triphosphat-

Enden der RNA, wie sie bei der Synthese durch virale Enzyme entstehen. Gleichzeitig 

wird die Erkennung eigener RNA durch weitere Modifikationen wie Methylierungen der 

Zuckerreste verhindert (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). Ein 

entsprechender Ligand für MDA5 ist noch nicht gefunden. MDA5 bindet pI:C, das 

bereits beschriebene Analogon für dsRNA, und ist relevant für die Abwehr bestimmter 

Viren (Gitlin et al., 2006; Kato et al., 2006). 

 

 

Tab. 1: - keine Expression; + Expression (keine Aussage über Expressionslevel); +/- unterschiedl. Angaben; TLR9 in NK-

Zellen und Monozyten nicht funktional (Hornung et al., 2002; Iwasaki und Medzhitov, 2004). 
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1.1.5 Das angeborene Immunsystem steuert die antivirale Antwort 

 

Die Abwehr einer viralen Infektion wird durch Zellen des angeborenen Immunsystems 

initiiert und koordiniert. Die oben genannten PRR erkennen das Pathogen und führen 

zu einer entsprechenden Abwehrreaktion. Durch die Expression der TLR7 und -9 in 

PDC, des TLR8 in MDC und Monozyten sowie der zytoplasmatischen PRR auch in Nicht-

Immunzellen orchestrieren diese Zellen eine spezifisch antivirale Antwort des 

infizierten Organismus. Über inflammatorische Prozesse werden Immunzellen zum 

Infektionsort geführt und das adaptive Immunsystem wird auf eine spezifische Weise 

aktiviert. Interferone nehmen hier eine Schlüsselstellung ein. Effektorzellen des 

adaptiven Immunsystems und „Natural killer cells“ (NK-Zellen) beseitigen schließlich 

das Virus. 

 

1.1.5.1 Inflammatorische Prozesse 

Durch die Ausschüttung von Chemokinen, als auch durch die Expression verschiedener 

Adhäsionsmoleküle auf Zelloberflächen werden Immunzellen zum Infektionsort 

rekrutiert. Beide Vorgänge können durch TLR initiiert werden (Iwasaki und Medzhitov, 

2004). 

Nach der Erkennung eines Pathogens über TLR (direkt oder indirekt z. B. über 

Makrophagen und durch diese ausgeschüttete Zytokine) exprimieren Endothelzellen 

auf ihrer luminalen Oberfläche sogenannte Selektine und sezernieren Chemokine, z. B. 

IL-8 und „Macrophage inflammatory protein 1α“ (MIP-1α), die auf der luminalen Seite 

des Endothels Leukozyten aktivieren. Diese verändern die Struktur membranständiger 

Integrine, binden an das Endothel und verlassen schließlich das Gefäß in das 

umgebende Gewebe (Laudanna et al., 2002). 

 

1.1.5.2 TLR-induzierte Aktivierung des adaptiven Immunsystems 

Die Induktion einer adaptiven Immunantwort ist DC-abhängig. DC nehmen Antigene 

durch Phagozytose auf. Nur wenn das aufgenommene Antigen als „fremd“ 

gekennzeichnet ist – z. B. durch das Vorhandensein eines TLR-Liganden im selben 

Phagosom – folgt die Aktivierung der DC, die MHC-II-gebundene Präsentation 

prozessierter Peptide und die Aktivierung des adaptiven Immunsystems (Blander und 



 

 

19 

Medzhitov, 2006). Dazu exprimieren TLR-aktivierte DC vermehrt CD40, CD80 (B7-1) 

und CD86 (B7-2) auf ihrer Oberfläche (Iwasaki und Medzhitov, 2004), präsentieren das 

Antigen und sezernieren Zytokine, die für die Art der adaptiven Immunantwort 

verantwortlich sind. Die oben erwähnten TLR3, -7, -8 und 9 bewirken so die 

Generation einer T-Zell-, genauer einer Th1-Antwort (Iwasaki und Medzhitov, 2004; 

Schnare et al., 2001). Sie tun dies durch die Induktion der Zytokine IL-12 (für TLR8 

(Bekeredjian-Ding et al., 2006)) und IFNα und –β (für TLR3, -7 und -9) (Theofilopoulos 

et al., 2005; Trinchieri, 2003). 

 Die erläuterten TLR-induzierten Vorgänge übersetzen schlussendlich das PRR-

Signal des angeborenen Immunsystems in eine klonale, Antigen-spezifische adaptive 

Immunantwort (Iwasaki und Medzhitov, 2004). 

 

1.1.5.3 Typ-I-Interferone 

Typ-I-Interferone besitzen eine Schlüsselfunktion bei der Abwehr viraler Infektionen 

(Kawai und Akira, 2006). Sie stellen eine ganze Zytokin-Familie dar, aus der aus 

immunologischer Sicht lediglich IFNα und IFNβ relevant sind (Theofilopoulos et al., 

2005). Nach Stimulation von TLR7 und -9 werden sie hauptsächlich von PDC, auch 

„Interferon Producing Cells“ (IPC) genannt, sowie nach Stimulation von RIG-I und 

MDA5 von Virus-infizierten Nicht-Immunzellen produziert (s. Kapitel 1.1.4) (Barchet et 

al., 2005; Colonna et al., 2002; Rothenfusser et al., 2002). Typ-I-Interferone führen 

zur Transkription sogenannter „IFN-stimulated response elements“ (ISRE) 

(Theofilopoulos et al., 2005). 

 Innerhalb der Immunantwort werden Typ-I-Interferone sehr früh gebildet. Ihre 

Rolle wird derzeit so verstanden, dass sie neben direkten auch indirekte Effekte durch 

Interaktion mit anderen Zytokinen mediieren (Theofilopoulos et al., 2005). Ein Beispiel 

dieser Interaktionen ist die Induktion der IFNγ-Produktion durch DC und T-Zellen 

(Cousens et al., 1999). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Typ-I-IFN die 

Ausbildung eines Th1-Zytokin-Profiles begünstigt, und zwar u. a. durch die Induktion 

der Transkriptionsfaktoren IRF1 und -2, die für die Ausbildung einer solchen 

Immunantwort essentiell sind (Lohoff et al., 1997; Lohoff et al., 2000). Im Folgenden 

sollen die Effekte von Typ-I-IFN auf die wichtigsten Zellen im Rahmen einer antiviralen 

Immunantwort dargestellt werden. 
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 Die normale Differenzierung und Ausreifung von CD8+-T-Zellen ist abhängig von 

den Typ-I-IFN-abhängig gebildeten Transkriptionsfaktoren IRF1 und -2 (Penninger et 

al., 1997). IFNα/–β führt zu sogenanntem „Cross-priming“ und zu einer effizienteren 

Aktivierung dieser Zellen (Le Bon et al., 2003), deren Proliferation und das Überleben 

zusätzlich gesteigert werden (Marrack et al., 1999; Tough et al., 1996). 

 NK-Zellen sind für die Beseitigung Virus-infizierter Zellen ebenfalls 

entscheidend. Auch hier fördert Typ-I-IFN Entwicklung, Reifung und Funktion (Lohoff 

et al., 2000; Ogasawara et al., 1998). 

 Der dritte Zelltyp, dessen Funktion durch Typ-I-IFN entscheidend moduliert 

wird, sind DC. Diese Zellen werden aktiviert (Schiavoni et al., 2002) und regulieren co-

stimulatorische Moleküle (CD40, CD80, CD86) sowie MHC-I-Moleküle auf 

(Theofilopoulos et al., 2005). Die Fähigkeit der „Cross-presentation“ wird erhöht (Le 

Bon et al., 2003). Des Weiteren sezernieren DC nach IFN-Aktivierung z. B. IL-15, was 

die Stimulation von CD8+-T-Gedächtniszellen begünstigt (Theofilopoulos et al., 2005). 

 Die genannten Effekte machen Typ-I-IFN zu einem „Schlüssel-Zytokin“ bei der 

Abwehr viraler Infektionen. Hinsichtlich weiterer Effekte sei auf ausführliche 

Übersichtsarbeiten zu diesem Thema verwiesen (Theofilopoulos et al., 2005). 

 

1.1.5.4 Effektormechanismen der antiviralen Immunantwort 

Wie in den vorangehenden Kapiteln beschrieben, induzieren Viren über TLR3, -7, -8 

und -9 eine Th1- bzw. zelluläre Immunantwort. Diese zeichnet sich durch die 

Aktivierung von NK-Zellen, CD8+- T-Zellen und die Th1-Differenzierung von CD4+-T-

Zellen aus. 

 NK-Zellen, eigentlich Teil des angeborenen Immunsystems, sind lymphoide 

Zellen, die bis zu 15% der Leukozyten ausmachen und über einen zytotoxischen 

Effektormechanismus verfügen. Dieser basiert auf der Produktion und der gezielten 

Sekretion von Perforin in den interzellulären Spalt zwischen der NK- und der 

infizierten Ziel-Zelle. Dieses Molekül führt zur Bildung von Poren in der Membran der 

Ziel-Zelle, der Influx diverser Enzyme (Granzyme) in der Folge zur Apoptose der Zelle 

(Cerwenka und Lanier, 2001; Hamerman et al., 2005; Russell und Ley, 2002). 

 Die Effektormechanismen der NK-Zellen unterliegen einer Kontrolle durch die 

Integration von aktivierenden und inhibierenden Faktoren. Im Zusammenhang mit 
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Virus-erkennenden TLR ist hervorzuheben, dass die durch DC gebildeten Zytokine IL-12 

und -15 sowie Typ-I-IFN aktivierend wirken. Sie fördern Zytotoxizität, 

Zytokinproduktion, Proliferation und Maturation der NK-Zellen (vgl. Kapitel 1.1.5.3; 

(Biron et al., 1999). Die Abhängigkeit der NK-Zellfunktion von TLR9 bei MCMV-

Infektionen stellt ein ausgewähltes Beispiel der NK-Zellfunktion von Virus-erkennenden 

TLR dar (Krug et al., 2004a). 

 CD8+-T-Zellen, auch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) genannt, verfügen über 

ähnliche Effektormechanismen wie NK-Zellen: Sie sind ebenfalls in der Lage, 

körpereigene Zellen zu lysieren und Apoptose zu induzieren. Dazu verfügen sie über 

Granula, die Perforin, Granzyme und Granulysin enthalten, sowie einen durch das 

Molekül „Fas-associating protein with death domain“ (FADD) und „Fas-Ligand“ (FasL) 

initiierten Signalweg (Barry und Bleackley, 2002; Russell und Ley, 2002). 

 Auch Th1-differenzierte, CD4+-T-Zellen (Th1-Zellen) verfügen über den 

letztgenannten zytotoxischen Effektormechanismus. Während NK-Zellen u. a. durch 

eine verminderte MHC-I-Expression aktiviert werden (Cerwenka und Lanier, 2001; 

Moretta et al., 2002), werden CTL durch MHC-I-gebundenes Antigen und Th1-Zellen 

durch MHC-II-gebundenes Antigen aktiviert. Th1-Zellen bilden daraufhin „Fas-Ligand“ 

(FasL), der auch mehrere Stunden nach Ende des TCR-Signals („T-cell receptor“) auf 

der Zelloberfläche verbleibt, so dass auch weitere nicht-MHC-II-, aber Fas-

exprimierende Zellen getötet werden („Bystander killing“) (Russell und Ley, 2002). 

 Neben dieser besitzen Th1-Zellen eine Reihe weiterer Funktionen: Die Sekretion 

verschiedener Zytokine und die Expression von Oberflächenmarkern führen zur 

vermehrten Poese und Aktivierung von Makrophagen, zur Proliferation von CTL und 

weiterer Th1-Zellen und zum sogenannten Isotyp-Switch der Antikörper-Produktion der 

B-Zellen zu IgG2a und IgG3, opsonierenden Antikörpern (Duffield, 2003; Mosmann und 

Sad, 1996; Stavnezer, 1996; Stout und Bottomly, 1989). 

 Zusammenfassend kann gesagt werden, dass insbesondere die Fähigkeit, 

körpereigene, infizierte Zellen selektiv zu beseitigen, das entscheidende Kriterium 

einer antiviralen Immunantwort darstellt. 
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1.1.6 Therapeutische Nutzung Virus-erkennender PRR 

 

Liganden Virus-erkennender PRR bieten vielversprechende therapeutische Ansätze. Im 

Gegensatz zur Gabe einzelner Zytokine (z. B. die Injektion von IFNα bei 

fortgeschrittenen Stadien des malignen Melanoms) führen diese Liganden zu einer 

koordinierten Immunreaktion, die der natürlichen Situation näher kommt. Ihre 

mögliche Nutzung lässt sich analog der Anwendungen der CpG-ODN in drei Kategorien 

einteilen (Krieg, 2006): Die Prävention und Therapie von Infektionen, die Nutzung als 

Vakkzinierungs-Adjuvans und die Modifikation der Immunantwort ohne Vakkzine. 

 Abweichend von den CpG-ODN werden ORN auch von anderen Zelltypen als 

PDC und B-Zellen erkannt (vgl. Kapitel 1.1.3). Aber auch ORN induzieren eine Th1-

Immunantwort (Bourquin et al., 2007), ein wesentlicher Aspekt der potentiellen 

therapeutischen Anwendung. Ähnliches gilt für intrazytoplasmatische PRR. 

 Zunächst könnte die einfache Gabe von Liganden Virus-erkennender PRR zur 

Prävention oder Therapie infektiöser Erkrankungen genutzt werden. So konnte für 

CpG-ODN gezeigt werden, dass die Viruslast Infizierter nach CpG-Behandlung deutlich 

sank. In Mausmodellen schützte die präventive Applikation vor Infektionen mit Bacillus 

anthracis oder auch Listerien (Krieg, 2006). 

 Des Weiteren werden CpG-ODN bereits als Adjuvanzien in verschiedenen 

Studien eingesetzt. Ein Adjuvans bewirkt eine Erkennung des Antigens als fremd bzw. 

als pathogen. Mögliche ursächliche Mechanismen wurden bereits diskutiert (s. Kapitel 

1.1.5.2). So konnte z. B. die zusätzliche Gabe von CpG 7909 zu einem HBV-Impfstoff 

anhaltende, protektive Antikörper-Titer in HIV-infizierten Patienten induzieren, die 

auf die herkömmliche Impfung nicht ansprachen (Krieg, 2006). 

 Adjuvanzien werden nicht nur zur Impfung gegen Infektionskrankheiten 

genutzt. Ihre Verwendung wird auch in der Krebstherapie untersucht. Vakkzine aus 

Tumorantigen und CpG oder auch DC-Vakkzine wurden so generiert und z. T. bereits 

eingesetzt (Krieg, 2006). Den Brok et al. Konnten zeigen, dass eine effektive 

Antitumor-Vakkzine mit Hilfe von ODN auch ohne bekanntes Antigen im lebenden 

Organismus generiert werden kann (den Brok et al., 2006). 
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 Die Wirkung von ODN und ORN bei Krebspatienten wird auch ohne Vakkzine 

untersucht: Ein CpG wird bereits in klinischen Studien zur Therapie des Nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC) eingesetzt (Krieg, 2006). Dabei handelt es 

sich allerdings um ein sogenanntes CpG-B, dass nur eine relativ geringe Typ-I-

Interferon-Produktion durch PDC bewirkt. Aufgrund ihrer Effekte auf CTL und NK-

Zellen, könnte aber gerade Typ-I-IFN einen der entscheidenden Faktoren in der 

Therapie darstellen (Cerwenka und Lanier, 2001; Smyth et al., 2001; Smyth et al., 

2002). 

 CTL und NK-Zellen, die indirekt durch TLR-Agonisten aktiviert werden, 

induzieren in den jeweiligen Ziel-Zellen Apoptose (s. Kapitel 1.1.5.4). Liganden 

bestimmter PRR können diesen Vorgang auch direkt initiieren. Dieser Effekt wurde 

bereits für TLR3 – mit den genannten Einschränkungen (s. Kapitel 1.1.3.1) – 

beschrieben (Salaun et al., 2006). TLR3-Liganden könnten so zur direkten Apoptose-

Induktion in Tumorzellen genutzt werden. Ob ähnliche Mechanismen auch zur 

Apoptose-Induktion mittels MDA5 oder RIG-I, deren Signalweg Gemeinsamkeiten mit 

der FADD-Signalkaskade aufweist, genutzt werden könnten, bleibt abzuwarten. 
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1.2 Neutrophile Granulozyten 

 

Neutrophile Granulozyten stellen über 50% der zirkulierenden Leukozyten und sind 

essentiell für das Überleben des humanen Organismus. Das LFA-1-Mangel-Syndrom und 

die progressiv-septische Granulomatose (auch „Chronic granulomatous disease“ (CGD)) 

sind Beispiele einer qualitativen, eine Neutropenie (<1500 Zellen/µl) oder gar 

Agranulozytose (<500 Zellen/µl) z. B. nach Chemotherapie sind klinisch relevante 

Beispiele einer quantitativen Störung der Granulozyten (Lekstrom-Himes und Gallin, 

2000). Diese Störungen sind deshalb so schwerwiegend für den Organismus, weil 

neutrophile Granulozyten eine der Hauptkomponenten für die Zerstörung 

eingedrungener Mikroorganismen darstellen (Nathan, 2006). 

 Granulozyten verdanken ihren Namen den Granula, die sie enthalten. Die 

segmentierten Kerne der Zellen haben auch zur Bezeichnung „polymorphonuclear 

leukocytes“ (PMN) geführt. Im folgenden Kapitel soll dieser Zelltyp näher vorgestellt 

werden. Einen ersten Überblick über die Funktion gibt Abb. 3 (S. 25).  

 

 

 

1.2.1 Funktionen neutrophiler Granulozyten 

 

Neutrophile werden hauptsächlich als Effektorzellen zur Abwehr eingedrungener 

Bakterien gesehen. Ihre Aufgabe besteht also darin, Zellen zu töten. Dazu sind sie mit 

einem Arsenal an Mechanismen ausgestattet, das nach dem Auffinden des Pathogens 

dessen effektive Beseitigung erlaubt. Welche Mechanismen das sind, wird im 

folgenden Kapitel kurz erläutert. 
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1.2.1.1 An den richtigen Ort – Migration 

Zunächst müssen die neutrophilen Granulozyten an den Ort einer Infektion gelangen. 

Dazu müssen sie zunächst das Gefäßsystem verlassen, ein Vorgang, der als Diapedese 

bezeichnet wird. Ich möchte hier insbesondere auf die Rolle zweier bestimmter 

Moleküle bei diesem Vorgang eingehen, da sie in den weiteren Untersuchungen als 

Aktivierungsmarker verwendet wurden. 

Die Diapedese wird durch die Bindung der Leukozyten an die Wand der 

postkapillären Venolen („Tethering“) und ihr Rollen entlang dieser („Rolling“) initiiert 

(Muller, 2003; Vestweber und Blanks, 1999). E-, L- und P-Selektin (CD62E, CD62L und 

CD62P) vermitteln das Rolling neutrophiler Granulozyten. Während E- und P-Selektin 

nur nach inflammatorischen Signalen (TNFα, IL-1β) auf der luminalen Oberfläche des 

Endothels exprimiert werden, wird L-Selektin konstitutiv auf der Leukozytenmembran 

exprimiert, da es auch zum „Lymphocyte-homing“, der Extravasation von 

Abb. 3: Funktionen neutrophiler Granulozyten. Abkürzungen: az. gr., azurophil granules; gel. gr., gelatinase granules; 

spec. gr., specific granules (Theilgaard-Monch et al., 2006). 
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Lymphozyten in sekundäre lymphatische Organe, genutzt wird. Um die Bindung von 

Leukozyten über L-Selektin dennoch nur im Falle einer Entzündung zu erlauben, 

werden die Liganden dieses Selektins nur in einem solchen Fall demonstriert. Für L-

Selektin sind vier derartige Moleküle bekannt: GlyCAM-1, CD34, Sgp200 und MadCAM-1 

(Vestweber und Blanks, 1999). 

Im entzündeten Gewebe wird ein rollender neutrophiler Granulozyt durch 

endothelial präsentierte Zytokine oder auch direkt durch die Bindung von L-Selektin 

aktiviert. Es folgt die Abtrennung der extrazellulären Domäne des L-Selektins durch 

die Entfernung von Calmodulin von der intrazellulären Domäne. Des Weiteren ist das 

„TNFα-converting enzyme“ (TACE) beteiligt. Dieser Verlust an CD62L scheint drei 

Funktionen zu haben: Erstens reguliert dieser Vorgang das Rollverhalten der Zellen auf 

dem Endothel – unterbleibt er, ist die Migration Neutrophiler vermindert. Zweitens 

limitiert er eine CD62L-vermittelte Zellaktivierung. Drittens scheint frei zirkulierendes 

L-Selektin eine physiologische Rolle in der Regulation inflammatorischer Reaktionen zu 

haben (Smalley und Ley, 2005). 

NFκB-Expression in rollenden Neutrophilen führt auch zur vermehrten 

Expression des Oberflächenmoleküls CD11b durch die Integration bestehender 

sekretorischer Vesikel und bestimmter Granula-Typen in die Zellmembran. Die 

Membranen dieser Vesikel und Granula enthalten z. B. CD14, CD16 und CD11b, 

allerdings kein CD62L. CD11b stellt die α-Kette eines „Macrophage receptor 1“ (Mac-1) 

genannten Integrins dar, dessen β-Kette aus dem Molekül CD18 besteht. Es interagiert 

mit CD50, CD54 und CD102, den sogenannten endothelialen „Intercellular adhesion 

molecules“ (ICAM). Diese Interaktion von ICAM bzw. VCAM („Vascular cell adhesion 

molecule“) mit den Integrinen vermittelt die Adhäsion des Leukozyten an die 

Gefäßwand (Borregaard et al., 1994; Borregaard und Cowland, 1997; Sengelov et al., 

1993; Zhou et al., 1996). 

Der sich anschließende Prozess der Diapedese, der „Durchwanderung“ des 

Endothels, kann prinzipiell durch eine Endothelzelle hindurch (Transzytose) oder 

zwischen zwei Endothelzellen hindurch (parazelluläre Transmigration) geschehen. 

Hierbei kommt es zu weiteren Interaktionen von Oberflächenmolekülen der 

Endothelzelle und des Leukozyten und zur Verformung der Endothelzelle (Muller, 

2003; Petri und Bixel, 2006). Schlussendlich durchquert der neutrophile Granulozyt die 
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Basalmembran – wahrscheinlich durch die Freisetzung von Gelatinase (Borregaard und 

Cowland, 1997) - und emigriert ins Gewebe. 

Die Beeinflussung der Diapedese könnte z. B. zur Unterdrückung 

inflammatorischer Prozesse genutzt werden (Zhou et al., 1996). 

 

1.2.1.2 Phagozytose 

„Phagocytosis is the process by which leukocytes and other cells ingest particulate 

ligands whose size exceeds about 1 µm” (Greenberg und Grinstein, 2002). Ist der 

neutrophile Granulozyt einmal an den Ort der Entzündung gelangt, stellt er die 

phagozytierende Effektorzelle zur Beseitigung eingedrungener Pathogene dar. 

Der Prozess der Phagozytose wird entweder durch die direkte Interaktion 

verschiedener Rezeptoren mit dem zu phagozytierenden Element selbst oder indirekt 

über weitere, lösliche Moleküle initiiert. Ein Beispiel für eine direkte Interaktion wäre 

die Bindung von CEACAM3 (CD66d) auf Granulozyten an Oberflächenproteine auf 

Haemophilus influenzae (Henneke und Golenbock, 2004). Die Bindung von IgG an 

Pathogene stellt ein Beispiel der Phagozytoseinduktion in Folge einer indirekten 

Pathogen-Erkennung über Immunglobuline dar. Die entsprechenden Rezeptoren sind 

Fc-Rezeptoren („Fragment crystallizable“), z. B. das Molekül CD16, das nach Bindung 

eines Fc-Fragments neben der Phagozytose eine proinflammatorische Begleitreaktion 

initiiert (Greenberg und Grinstein, 2002; Nimmerjahn und Ravetch, 2006). Dies gilt 

nicht für die Komplement-vermittelte Phagozytose: In diesem Fall bindet z. B. 

„Mannose-binding lectin“ (MBL) an ein Pathogen und aktiviert die 

Komplementkaskade. Verschiedene Rezeptoren erkennen schließlich auf der 

Oberfläche des Pathogens gebundene Spaltprodukte des Komplementsystems und 

lösen die Phagozytose desselben aus. Ein solcher Komplementrezeptor ist 

„Complement receptor 3“ (CR3). Es handelt sich dabei um Mac-1, das bereits in 

Kapitel 1.2.2.1 beschriebene Integrin aus CD11b und CD18. Da auch apoptotische 

Zellen durch Komplement-vermittelte Phagozytose beseitigt werden, darf diese per se 

keine inflammatorischen Konsequenzen haben (Greenberg und Grinstein, 2002; 

Henneke und Golenbock, 2004; Stuart und Ezekowitz, 2005). Im Phagosom enthaltene 

Pathogene werden jedoch zum Beispiel durch die beschriebenen TLR erkannt. Diese 

haben alleine allerdings keine Phagozytose-auslösende Funktion. An der Initiation der 
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Phagozytose und an der Klassifizierung des phagozytierten Elements sind also mehrere 

Rezeptoren beteiligt (Stuart und Ezekowitz, 2005).  

Nach Initiation der Phagozytose läuft eine komplexe Signalkaskade ab, die hier 

nicht weiter erläutert werden soll. Schlussendlich verändert die phagozytierende Zelle 

in kürzester Zeit die Struktur ihres Zytoskeletts und endo- sowie exozytiert große 

Membranflächen (Greenberg und Grinstein, 2002). Dabei ist von Bedeutung, dass auch 

das endoplasmatische Retikulum (ER) Membranbestandteile zum frühen Phagosom 

beiträgt (Stuart und Ezekowitz, 2005). Für TLR9 konnte gezeigt werden, dass dieser 

Rezeptor bereits in der Membran des ER enthalten ist, aber erst nach 

Membrantransport zum Phagosom seine Funktion erfüllen kann (Latz et al., 2004). 

Auch die weiter unten beschriebenen Granula der Neutrophilen verschmelzen 

mit dem Phagosom. Es entsteht dadurch im Phagosom ein Milieu, in dem das 

phagozytierte Pathogen abgetötet wird: Proteasen, Radikale, pH-Wert etc. führen zu 

seiner Verdauung (Stuart und Ezekowitz, 2005). 

 

1.2.1.3 Bildung von Sauerstoffradikalen 

Neutrophile produzieren nach der Phagozytose von Pathogenen große Mengen an 

Sauerstoffradikalen („Reactive oxygen species“ (ROS)), ein Vorgang der für das 

Abtöten eingedrungener Mikroben essentiell ist. Dieser zusätzliche, nicht an 

Mitochondrien gebundene Umsatz von Sauerstoff wird auch als „Respiratory burst“ 

bezeichnet. 

Verschiedene Enzyme sind an der Bildung von Radikalen beteiligt. NADPH-

Oxidase (NOX bezeichnet die Familie der NADPH-Oxidasen; hier handelt es sich um 

NOX2) ist eines dieser Enzyme, das in der Membran lokalisiert ist. Eine Fehlfunktion 

dieses Enzyms verursacht CGD, die oben bereits erwähnte Erkrankung, die zu 

schweren Infektionen disponiert (Lekstrom-Himes und Gallin, 2000). Das Enzym 

oxidiert auf der zytosolischen Membranseite NADPH und reduziert O2 auf der 

Außenseite der Membran, z. B. dem Inneren einer phagozytischen Vakuole. Es entsteht 

zunächst Superoxid (02
-) und im weiteren Verlauf Hydrogenperoxid (H2O2 ) (Lambeth, 

2004; Nathan, 2006; Segal, 2005). 

Myeloperoxidase macht ca. 5% des Proteingehalts der Neutrophilen aus (Segal, 

2005). Obwohl Defekte dieses Enzyms nur in Verbindung mit Diabetes mellitus zu 
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klinischen Erkrankungen (Candida-Infektion (Lekstrom-Himes und Gallin, 2000)) 

führen, so konnte doch gezeigt werden, dass dieses Enzym die antimikrobiellen 

Fähigkeiten der Neutrophilen steigert (Klebanoff, 2005). Entsprechende Knock out – 

Mäuse zeigen eine hohe Suszeptibilität für Infektionen mit Bakterien und Fungi. 

Myeloperoxidase, die in den primären Granula der Zellen enthalten ist, setzt das 

produzierte H2O2 um und führt zur Bildung von reaktiven Halogeniden, wie z. B. 

Hypochlorsäure (HOCl-) (Segal, 2005). 

NO-Synthetase, die essentiell für die Beseitigung phagozytierter Mycobakterien 

ist, konnte in humanen Neutrophilen zwar nachgewiesen werden, scheint aber nur 

eine untergeordnete Rolle zu spielen (Nathan, 1992; Segal, 2005). 

Zur Funktion der gebildeten ROS findet man in der Literatur unterschiedliche 

Erklärungen. Die unterschiedlichen gebildeten Radikal-Moleküle können mit den 

unterschiedlichsten Protein- und Lipidstrukturen interagieren. Superoxid reagiert mit 

Elementen der Atmungskette von Bakterien und Mitochondrien, weitere Produkte des 

beschriebenen Stoffwechsels modifizieren die reaktiven Zentren von Enzymen. Da 

große Mengen an ROS Proteine, Lipide, Nukleinsäuren und Kohlenhydrate oxidieren 

können, wird angenommen, dass ROS direkt toxisch wirken. Allerdings konnte lediglich 

für Produkte der Myeloperoxidase gezeigt werden, dass sie in vitro direkt toxisch sind 

(Lambeth, 2004; Roos und Winterbourn, 2002). Segal et al. argumentieren, dass die 

gebildeten Radikale lediglich der Mobilisierung von der Enzyme Cathepsin G und 

Elastase dienen, die aus primären Granula stammen, die ebenfalls mit dem Phagosom 

verschmelzen. Der entstehende elektrochemische Gradient wird teilweise durch den 

Einstrom von Kalium ausgeglichen. Dieses führt zur Lösung der genannten Enzyme von 

der anionischen Proteoglykan-Matrix der Granula, die so ihre Aktivität entfalten 

können (s. Kapitel 1.2.1.4) (Segal, 2005). Es liegt nahe, eine duale Funktion der ROS 

zu postulieren: Die direkte Interaktion mit phagozytierten Pathogenen und die 

Aktivierung und Mobilisierung bestimmter Enzyme in das Phagosom. 

ROS werden jedoch nicht nur ins Phagosom hinein gebildet, sondern durch die 

Verschmelzung sekretorischer Vesikel mit der Plasmamembran (s. Kapitel 1.2.1.4) 

auch in die Umgebung freigesetzt (Nathan, 1987). Dadurch wird auch umgebendes 

Gewebe zerstört. Dies geschieht einmal durch die bereits geschilderten unspezifischen 

Radikal-Interaktionen sowie durch die Inaktivierung konstitutiv freigesetzter Anti-
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Proteasen durch Oxidation (Henson und Johnston, Jr., 1987). C. Nathan postuliert, 

dass die gewisse Unspezifität der TLR im Vergleich zu z. B. TCR durch die relative 

Unspezifität der Effektormechanismen ergänzt wird: Die Wahrscheinlichkeit, dass ein 

beliebiges Pathogen durch das angeborene Immunsystem erkannt und beseitigt wird, 

ist damit relativ hoch. Der notwendige Preis ist der Untergang körpereigenen Gewebes 

(Nathan, 2006). 

Der Vollständigkeit halber soll erwähnt werden, dass ROS auch Signalfunktion 

haben, indem sie z. B. Tyrosin-Phosphatasen durch reversible Oxidation modifizieren. 

Inwieweit dies von immunologischer Bedeutung ist, ist Gegenstand der Forschung. 

Der „Respiratory burst“ setzt zum einen nach der Phagozytose eingedrungener 

Keime ein, ist aber z. B. auch durch lösliche Faktoren auslösbar und nicht an den 

Prozess der Phagozytose oder Degranulation gebunden. Vielmehr unterliegt die 

Induktion dieses Vorgangs einem eigenen Signaltransduktionsweg (Han et al., 2003; 

Nathan, 1987; Segal, 2005). 

 

1.2.1.4 Degranulation 

Gehalt und Färbeverhalten der Granula führten zur Namensgebung der hier 

untersuchten Leukozyten: Neutrophile Granulozyten. Diese Granula werden 

entsprechend ihrer Funktion, den enthaltenen Proteinen oder dem Zeitpunkt der 

Genese weiter unterteilt. In der vorliegenden Arbeit werden sie in Myeloperoxidase-

positive, primäre Granula sowie in Myeloperoxidase-negative Granula eingeteilt. 

Letztere werden weiter in sekundäre und tertiäre Granula aufgeschlüsselt – dabei 

indiziert die Bezeichnung primär, sekundär und tertiär den Zeitpunkt der Entstehung 

(Borregaard und Cowland, 1997; Gullberg et al., 1999; Nathan, 2006; Segal, 2005). 

Neben den Granula existieren weitere Vesikelstrukturen, die weiter unten erklärt 

werden. 

Die zeitabhängige Aktivität unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren und 

Zytokine resultiert in einer „timed expression“, die zum unterschiedlichen 

Proteingehalt der Granula führt. Nach dem komplexen „Targeting“ der Proteine in die 

Granula folgen in diesen weitere Reifungsschritte (Borregaard und Cowland, 1997; 

Gullberg et al., 1999). 
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Diese Aufteilung der Proteine auf verschiedene Granula ist nötig, da sich einige 

dieser Proteine gegenseitig aktivieren. Darüber hinaus haben die Proteine 

verschiedene Funktionen beim Verdau phagozytierten Materials und benötigen zum 

Teil ein unterschiedliches Milieu. Die getrennte Aufbewahrung erlaubt die zeitlich 

unabhängige Exozytose der Proteine. Schließlich dienen die verschiedenen 

Vesikelstrukturen auch als Reservoir für Membranproteine, wie es schon für CD11b 

beschrieben wurde (s. Kapitel 1.2.1.1). Durch die unterschiedliche 

Kompartimentierung können verschiedene Membranproteine zu unterschiedlichen 

Zeiten an die Zelloberfläche transloziert werden (Borregaard und Cowland, 1997). 

Die in den Granula bzw. in deren Membranen enthaltenen Proteine dienen dem 

Abtöten und der Beseitigung phagozytierten Materials, aber auch der Migration der 

Zellen und der Kommunikation. Die Koordination dieser Funktionen erfolgt durch die 

differenzierte Freisetzung der unterschiedlichen vesikulären Strukturen nach 

Aktivierung der Zelle: 

Zunächst verschmelzen die sogenannten „Sekretorischen Vesikel“ mit der 

Plasmamembran. Sie dienen hauptsächlich der Translokation von Membranproteinen, 

wie es für die Rezeptormoleküle CD11b, CD14 und CD16 bereits in Kapitel 1.2.1.1 

beschrieben wurde. Weitere Funktionen sind der Ersatz der phagozytotisch 

verbrauchten Membranfläche sowie die Inkorporation von Flavocytochrom b558 , einer 

Untereinheit von NOX2 (s. Kapitel 1.2.1.3), in die Membran. Aufgrund ihres Gehalts an 

CD11b ist ihre schnelle Verschmelzung mit der Plasmamembran Voraussetzung für die 

Diapedese der Zellen (Borregaard und Cowland, 1997; Segal, 2005). 

Aus tertiären Granula freigesetzte Gelatinase ist zum Abschluss der Diapedese 

notwendig (s. Kapitel 1.2.1.1). Der Gehalt der tertiären Granula an weiteren 

(Membran-) Proteinen überlappt mit dem der sekundären Granula (Borregaard und 

Cowland, 1997; Gullberg et al., 1999; Nathan, 2006). 

Sekundäre Granula enthalten wichtige Phagozytose-Rezeptoren und 

Cytochrome, die an die Zelloberfläche transloziert werden können. Daneben enthalten 

sie Metalloproteinasen, die u. a. Kollagene umsetzen und so Gewebe zerstören und die 

Fortbewegung der Neutrophilen ermöglichen. Lactoferrin und Lipocalin-2 greifen in 

den Eisenstoffwechsel von Bakterien ein, indem sie Eisen direkt binden bzw. analoge 

Proteine der Bakterien, Siderophore, inhibieren. Aus den sekundären Granula wird 
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auch Lysozym freigesetzt, das das Peptidoglykangerüst von Bakterien spaltet 

(Borregaard und Cowland, 1997; Nathan, 2006; Segal, 2005). 

Die primären Granula enthalten eine noch größere Gruppe von Proteinen: Die 

Funktion der Myeloperoxidase wurde bereits in Kapitel 1.2.1.3 beschrieben. Daneben 

werden auch sogenannte Defensine freigesetzt, die antibakterielle Aktivität besitzen. 

Weitere Inhaltsstoffe sind das „Bactericidal permeability increasing protein“ (BPI), 

Elastase, Cathepsin G, Protease-3, β-Glucuronidase und weitere. BPI permeabilisiert 

gram-negative Bakterien und neutralisiert LPS. Alle anderen genannten Enzyme sind 

am Abbau extrazellulärer Matrix oder anderer Protein-haltiger Strukturen beteiligt. Sie 

sind an die Proteoglykan-Matrix der Granula gebunden und inaktiv, werden im Rahmen 

des „Respiratory burst“, für den Bestandteile aller Granula erforderlich sind, aktiviert 

und aktivieren selbst wiederum die in den sekundären und tertiären Granula 

enthaltenen Enzyme (Borregaard und Cowland, 1997; Gullberg et al., 1999; Nathan, 

2006; Segal, 2005). 

Alle Granula können – mit unterschiedlicher Gewichtung – sowohl mit der 

Membran des Phagosoms, als auch mit dem Plasmalemm verschmelzen. Dieser Vorgang 

wird als Degranulation bezeichnet (Borregaard und Cowland, 1997; Gullberg et al., 

1999). 

 

1.2.1.5 Modulation der Immunantwort 

Neutrophile Granulozyten sind keine rein passiven Effektorzellen. Sie tragen zur 

Modulation einer Immunantwort bei. Dies geschieht sowohl durch klassische 

Interleukine, als auch durch Inhaltsstoffe der Granula und Zell-Zell-Kontakte. 

Die ausgeschütteten Zytokine umfassen in einer frühen Phase 

proinflammatorische Botenstoffe wie IL-1β oder MIP-1α. Diese rekrutieren eine Fülle 

anderer Immunzellen zum Ort der Infektion (Theilgaard-Monch et al., 2006). T-Zellen 

und Monozyten werden auch über granuläre Proteine, z. B. Cathepsin G und Defensine 

an den Ort des Geschehens geführt (Chertov et al., 1996; Chertov et al., 1997). 

Chemokine aktivierter Neutrophiler rekrutieren und aktivieren DC, was sich in 

der Expression co-stimulatorischer Moleküle und der Sekretion von IL-12 zeigt 

(Bennouna et al., 2003). Die Rekrutierung von MDC und PDC erfolgt auch durch die 
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Umsetzung von Prochemerin zu Chemerin durch Proteasen aus den Granula der 

Neutrophilen (Wittamer et al., 2005). 

Neutrophile bilden auch direkte Zell-Zell-Kontakte zu DC. DC binden über DC-

SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), 

an Mac-1. Diese Interaktion wird nur durch die αM-Kette von Mac-1, das bereits 

vorgestellte CD11b-Molekül, oder durch CD66a auf Neutrophilen vermittelt. Die 

direkte Interaktion von DC-SIGN mit CD11b und aus Neutrophilen sezerniertes TNFα 

führen zur vermehrten Expression co-stimulatorischer Moleküle und zur Produktion von 

IL-12 durch DC und schließlich zur Induktion einer Th1-Antwort (Ludwig et al., 2006; 

van Gisbergen et al., 2005a; van Gisbergen et al., 2005b). 

Neben dieser proinflammatorischen Modulation des Immunsystems tragen 

Neutrophile auch zur Gewebsregeneration nach Verletzungen bei. „Vascular 

endothelial growth factor“ (VEGF) ist ein Beispiel der hierzu gebildeten Proteine 

(Theilgaard-Monch et al., 2006). 

Neben den geschilderten, eine Th1-Antwort fördernden Effekten gibt es 

Hinweise, dass eine T-Zell-Antwort bei fortgeschrittenen Adenocarcinomen durch 

Neutrophile supprimiert wird (Schmielau und Finn, 2001). 

Diese Ausführungen zeigen, dass neutrophile Granulozyten keineswegs passive 

Effektorzellen sind, sondern zur Koordination der Immunantwort beitragen. 

 

1.2.1.6 Am richtigen Ort - Zur richtigen Zeit? 

Einerseits nehmen Neutrophile großen Einfluss auf umgebende Zellen, andererseits 

werden die Funktionen dieser Granulozyten selbst maßgeblich vom Faktor Zeit und 

vom umgebenden Gewebe bestimmt. 

Nach der Extravasation eines Neutrophilen gibt es drei Möglichkeiten: Erstens, 

der Neutrophile trifft auf keinerlei Zeichen einer Infektion, Degranulation und 

Respiratory burst bleiben aus und wird apoptotisch. Trifft er jedoch auf 

Entzündungszeichen, aber nicht auf ein Pathogen, degranuliert er und produziert ROS 

ins umgebende Gewebe. Trifft der Neutrophile im entzündeten Gewebe aber auf ein 

Pathogen, so wird dieses phagozytiert, getötet und abgebaut, der dann apoptotische 

Neutrophile präsentiert Phosphatidylserin auf der Membranaußenseite und wird 

seinerseits von einem Makrophagen phagozytiert (Nathan, 2006). 
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Die von Außen induzierte Expression oder Suppression von 

Transkriptionsfaktoren steuert diese differenzierten Abläufe. Neutrophile bilden unter 

inflammatorischen Bedingungen z. B. Survivin, ein antiapoptotisches Protein 

(Altznauer et al., 2004). 

Die Bedeutung eines proinflammatorischen Zytokins für den Neutrophilen wird 

durch den Kontext, in dem das Signal detektiert wird, kontrolliert: So löst TNFα nur 

dann einen Respiratory burst aus, wenn die β2-Ketten der Integrine – wie z. B. Mac-1 

(s. o.) - an Komponenten der extrazellulären Matrix (ECM) gebunden haben (Nathan et 

al., 1989; Nathan und Sporn, 1991). Umgekehrt führen gebildete ROS nach TNFα-

Aktivierung im Gefäß zur CD11b/CD18-vermittelten Zelladhäsion (Blouin et al., 1999). 

Zhao et al. konnten darlegen, wie es zu einer deutlich erhöhten ROS-Produktion der 

Zellen nach Bindung der Zellen an Komponenten der ECM kommt (Zhao et al., 2003). 

Auch die Degranulation der Neutrophilen wird durch die Bindung an die ECM 

beeinflusst: Eine TNF-induzierte Degranulation ist abhängig von der Ligation des 

CD11b/CD18-Komplexes (Richter et al., 1990). 

Diese Erkenntnisse lassen sich so zusammenfassen, dass das Vorliegen eines 

Integrin- und eines Zytokin- bzw. PRR-Signals Degranulation und Respiratory burst 

stark begünstigt (Nathan, 2006). Man spricht auch von „Priming“: Das zeitlich 

vorausgehende Signal eines Rezeptors führt zu einer veränderten Reaktion auf die 

Stimulation eines zweiten Rezeptors. 
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1.2.2 Literaturübersicht: TLR-Expression und –funktion in 

neutrophilen Granulozyten 

 

Diverse Autoren haben das TLR-Expressionsprofil neutrophiler Granulozyten 

untersucht. Auf Details der Untersuchungen wird im Vergleich mit den eigenen Daten 

eingegangen (s. Kapitel 4). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Unterschiede in 

den gefundenen Expressionsprofilen durch unterschiedliche Methodiken verursacht 

sind. Dies betrifft den Reinheitsgrad der untersuchten Population, die Methode des 

Expressionsnachweises und die Untersuchungstechniken zum Nachweis der 

Funktionalität der Rezeptoren (s. Kapitel 4.2). Allen Autoren gemeinsam ist die 

Untersuchung von in Suspension befindlichen, also nicht-ECM-adhärenten 

Neutrophilen. Tab. 2 fasst die relevanten Studien zu RNA-erkennenden TLR zusammen. 

TLR3 TLR7 TLR8 
Studie/TLR 

Expression Funktion Expression Funktion Expression Funktion 

(Hayashi et al., 2003) -(PCR) -(pI:C) +(PCR) +(R-848) +(PCR) +(R-848) 

(Hattermann et al., 2007) k. A. k. A. k. A. -(Imiquimod) +(Antikörper) +(R-848) 

(Nagase et al., 2003) +(PCR) k. A. +(PCR) +(R-848) +(PCR) +(R-848) 

(Scheel et al., 2005) k. A. k. A. k. A. (+)(RNA) k. A. (+)(RNA) 

(Lindemans et al., 2006) k. A. k. A. k. A. (+)(RNA) k. A. (+)(RNA) 

(Francois et al., 2005) - k. A. +(West. Blot) -(Loxoribin) k. A. +(R-848) 

 

Hayashi et al. erstellten ein komplettes Expressionsprofil der TLR-Rezeptorgruppe und 

testeten die Effekte einer Stimulation im Hinblick auf Phagozytose, 

Superoxidgeneration, Zytokinsekretion und Chemotaxis der in Suspension befindlichen 

Neutrophilen (Hayashi et al., 2003). Die Gruppe wies eine Expression aller TLR bis auf 

TLR3 nach. Es wurde zwar deutlich weniger TLR7- als TLR8-mRNA nachgewiesen, 

dennoch geht die Gruppe von einer funktionellen Expression beider Rezeptoren aus. 

Eine Stimulation mit dem nicht-selektiven Liganden R-848 (R-848 hat sowohl an TLR7 

als auch -8 intrinsische Aktivität) führte zu einem Priming der Superoxidgeneration, 

Tab. 2: Studienlage zur funktionellen Expression RNA-erkennender TLR in Neutrophilen. Der Tabelle ist zu 

entnehmen, ob der entsprechende TLR auf Expressions- oder Funktionsebene untersucht wurde (k. A., keine Angabe; +, 

Expression bzw. Funktion; -, keine Expression bzw. keine Funktion (in Klammern die Nachweismethode bzw. der 

verwendete Ligand)). 
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zur IL-8-Sekretion und zum mRNA-Nachweis weiterer Zytokine, zum CD62L-Verlust auf 

der Zelloberfläche, zu vermehrter Phagozytose und zur Änderung der Zellmorphologie, 

die als Adhärenz interpretiert wurde (Hayashi et al., 2003). 

Nagase et al. zeigten, dass ihre Neutrophilen-Populationen alle drei RNA-

erkennenden TLR exprimiert, wenn auch TLR3 und -7 nur in sehr geringen Mengen 

nachgewiesen wurden. Eine Stimulation mit dem nicht-selektiven Liganden R-848 

bewirkte eine vermehrte Expression von CD11b, verringerte die Expression von CD62L, 

verlängerte das Überleben der Zellen und induzierte direkt die Superoxid-Produktion 

(Nagase et al., 2003). 

Scheel et al. schlussfolgern aus ihren Experimenten, dass Neutrophile einen 

nicht näher bezeichneten Rezeptor zur Erkennung von Protamin-komplexierter RNA 

haben müssen und dass dieser eine gesteigerte Phagozytose sowie eine 

Zytokinsekretion bewirkt (Scheel et al., 2005). 

Lindemans et al. konnten zeigen, dass die Inkubation mit RSV zu einer 

geringeren Apoptoserate führte. Dieser Effekt konnte durch Chloroquin, einen 

Inhibitor der TLR7/8-Erkennung, unterbunden werden. Des Weiteren war der Effekt 

abhängig von NFκB und PI3K und konnte durch die Stimulation mit RNA40, einer RNA 

mit Thioat-Backbone, reproduziert werden (Lindemans et al., 2006). 

Francois et al. bestätigten diese Ergebnisse teilweise und konnten außerdem 

zeigen, dass es zu einer Verzögerung der Apoptose nach R-848-Inkubation mit zunächst 

verminderter, dann aber signifikant verstärkter ROS-Produktion kommt (s. Kapitel 

1.2.1.6). R-848 führte auch zu einer erhöhten CD11b-Expression. Diese Effekte 

konnten nicht für Loxoribin, einen TLR7-Liganden, beobachtet werden, obwohl TLR7 

per Western Blot nachgewiesen wurde (Francois et al., 2005). 

Hattermann et al. untersuchten die Biosynthese proinflammatorischer 

Lipidmediatoren nach TLR7/8-Stimulation. Die Gruppe konnte zeigen, dass R-848, 

nicht aber Imiquimod (ein TLR7-Ligand), die Produktion von Leukotrien B4, 

Prostaglandin E2 und „Platelet-activating factor“ (PAF) im Sinne eines Priming 

begünstigt. Zusätzlich wiesen sie durchflusszytometrisch die Expression vonTLR8 nach 

(Hattermann et al., 2007). 
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1.2.3 Therapeutische Implikationen 

 

Der größere Teil therapeutisch orientierter Forschung zielt auf die Suppression 

proinflammatorischer Funktionen der Neutrophilen ab, um die Zerstörung 

körpereigenen Gewebes zu verhinderen. Solche unerwünschten Folgen der 

Neutrophilen-Aktivität hängen durchaus mit RNA-erkennenden TLR zusammen. Vollmer 

et al. konnten zeigen, dass bestimmte Protein-RNA-Komplexe, „Small-nuclear 

ribonucleoprotein particles“ (snRNP), TLR7 und TLR8 stimulieren können, wenn sie 

durch Antikörper gebunden und über den FcγII-Rezeptor durch die Zelle aufgenommen 

werden (Vollmer et al., 2005). Es kommt zum Krankheitsbild des „Systemischen Lupus 

Erythematosus“ (SLE). Auch Neutrophile exprimieren diesen Fc-Rezeptor (Huizinga et 

al., 1988). Im Falle der Rheumatoiden Arthritis zerstören neutrophile Granulozyten 

Knorpel (Chatham et al., 1993) und bilden Lipidmediatoren (LTB4), was für eine durch 

Autoantikörper unterhaltene Synovitis essentiell ist (Chen et al., 2006). Derartige 

Mediatoren werden aber nach einer TLR8-Stimulation durch Neutrophile gebildet 

(Hattermann et al., 2007). 

Therapeutische Strategien zielen hier auf die Unterdrückung der neutrophilen 

Effektorfunktionen ab. Relativ breit wirkende antiinflammatorische Medikamente wie 

Steroide und nicht-steroidale Antirheumatika beeinflussen z. B. auch über eine 

Modulation der CD62L- und CD11b-Expression die Migration der Neutrophilen (Diaz-

Gonzalez et al., 1995; Torsteinsdottir et al., 1999; Zhou et al., 1996). 

Grundlegend andere Ziele verfolgt die Überlegung, neutrophile Granulozyten 

gezielt in die Tumortherapie mit einzubeziehen. So waren bei Stoppacciaro et al. 

Neutrophile und T-Zellen zur Beseitigung eines G-CSF-sezernierenden Tumors 

essentiell (Stoppacciaro et al., 1993). In einer Phase-I-Studie von Soiffer et al. waren 

nach Injektion von GM-CSF sezernierenden Melanomzellen Neutrophile an der 

Destruktion von bereits etablierten Melanomen beteiligt (Soiffer et al., 1998). Bei 

Minasian et al. wurden Neutrophile in Tumorknoten Melanom-erkrankter Patienten 

rekrutiert und dort durch TNFα aktiviert. Dies führte bei einem der Patienten sogar zu 

einem Tumor-Lyse-Syndrom (Minasian et al., 1994). Neben diesen Untersuchungen, in 

denen Neutrophile hauptsächlich als Effektorzellen betrachtet wurden, hat sich die 
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Vorstellung etabliert, dass sie bei der Induktion einer Th1-Immunantwort eine 

bedeutende Rolle spielen (s. Kapitel 1.2.1.5). Suttmann et al. konnten zeigen, dass in 

einem Mausmodell die Anwesenheit neutrophiler Granulozyten für eine BCG-induzierte 

Immunantwort gegen ein Blasenkarzinom essentiell ist. Die Neutrophilen rekrutieren 

dabei weitere Effektorzellen zum Ort des Geschehens, modulieren also die 

Immunantwort (Suttmann et al., 2006). 

Die Funktion der Neutrophilen als Effektorzellen und als Modulatoren der 

Immunantwort macht ihre therapeutische Beeinflussung also in zweierlei Hinsicht 

interessant: Wie lässt sich ihre Funktion unterdrücken, um schädliche Effekte zu 

vermeiden? Und wie lässt sich ihre Funktion fördern, um Pathogene oder entartete 

Zellen abzuwehren? 

 

 

1.3 Fragestellung 

 

Die Familie der TLR ist in den letzten Jahren zu einem Schwerpunkt der Forschung 

geworden. Insbesondere die RNA-erkennenden TLR werden im Hinblick auf ihren 

therapeutischen Nutzen z. B. bei Tumorerkrankungen untersucht. Auch neutrophile 

Granulozyten könnten für die Tumorabstoßung oder auch die Entstehung von Tumoren 

eine Bedeutung haben. Insbesondere gilt es, den Einfluss therapeutischer Moleküle auf 

diese größte Population der Immunzellen nicht zu vernachlässigen. 

Aus Kapitel 1.2.2 ist ersichtlich, dass das ExpressionsmusterRNA-erkennender 

TLR in Neutrophilen nicht zufriedenstellend geklärt ist. Es existieren widersprüchliche 

Aussagen zur Expression von TLR3 und TLR7 (s. Tab. 2). Alle bekannten Arbeiten 

weisen die Expression von TLR8 nach oder postulieren diese. Es ist jedoch darauf 

hinzuweisen, dass die Arbeiten, die eine selektive TLR8-Aktivierung indirekt durch die 

Unmöglichkeit der Stimulation mit TLR7-Liganden nachweisen, Limitationen 

hinsichtlich der verwandten Aufreinigungsmethoden der Zellen haben (Francois et al., 

2005; Hattermann et al., 2007). Des Weiteren legen die Autoren ihren Schwerpunkt 

auf einzelne Funktionen der Neutrophilen. Schlussendlich wurde in diesen Studien kein 

Experiment mit dem natürlichen Liganden des Rezeptors, ssRNA, durchgeführt. 
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Studien, in denen das geschehen ist, konnten wiederum nicht nachweisen, durch 

welchen Rezeptor die RNA erkannt wird. Auf weitere Schwachpunkte dieser 

Untersuchungen wird in Kapitel 4.2 eingegangen. 

Aufgrund der ungenauen Studienlage ist eine saubere Untersuchung der RNA-

Erkennung durch TLR in Neutrophilen immer noch nötig. Folgende Fragen sind zu 

beantworten: 1. Welche RNA-erkennenden TLR werden durch Neutrophile exprimiert? 

2. Sind diese TLR funktional? 3. Wenn dem so ist, welche der essentiellen Funktionen 

neutrophiler Granulozyten werden durch die Rezeptoren in welcher Weise modifiziert? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Zellkultur – Immunologische Methoden 

 

2.1.1 Zellkulturen – Allgemeines 

 

Die Zellkulturen wurden in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit 

5% CO2 in der Atmosphäre durchgeführt. Die Experimente wurden unter sterilen 

Bedingungen an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom durchgeführt. 

 Für die Versuche wurde gesunden Probanden nach deren schriftlicher 

Zustimmung venöses Blut entnommen und mit Refludan, einem Antikoagulans, 

versetzt (20µg/ml) (Abweichungen sind kenntlich gemacht). 

 Zur Bestimmung der Zahl lebender Zellen wurde ein Trypanblau-Ausschluss-Test 

durchgeführt. Die Zellzahl wurde nach geeigneter Verdünnung der Zellsuspension in 

einer Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop ermittelt. 

 Als Kulturmedium wurde RPMI1640 mit 2% humanem AB-Serum, 1,5mM L-

Glutamin, 100U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin verwendet. 

 Alle Arbeiten erfolgten unter Verwendung steriler, Endotoxin-freier Plastikware. 

Es wurden keine Glasartikel verwendet, da diese nicht Endotoxin-frei zu sterilisieren 

sind. 

 

 

2.1.2 Stimulation der Zellen 

 

R-848, 3M-001 und -002 wurden in PBS (Phosphate-buffered saline) auf 10µM verdünnt 

zugegeben. LPS wurde i. d. R. in PBS auf 10ng/ml verdünnt zugegeben. ORN wurden 

mit Transfektionsmedien bzw. mit dem kationischen Peptid Poly-L-Arginin (PArg) 

verwendet (Hornung et al., 2005). PArg und RNA wurden im Verhältnis 1:5 in PBS 

vermengt und sofort verwendet. Fugene wurde entsprechend den Hersteller-Angaben 

verwendet. 
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2.1.3 Vollblut-Experimente 

 

Frisches Spenderblut wurde in eine Zellkultur-Platte ausgebracht (48-well-Platte, 

Flachboden; 1ml/well) und mit Kochsalzlösung (0,9%; im Folgenden NaCl) so verdünnt, 

dass nach der Zugabe weiterer Stimuli das Verhältnis Blut:Gesamtvolumen 1:2 betrug. 

Zur Analyse membranständiger Aktivierungsmarker wurden die Zellen i. d. R. 4h 

inkubiert. Für intrazelluläre Färbungen wurde dem Ansatz Brefeldin A (4µg/ml) 

zugesetzt. Dieses Molekül unterbindet den Transport von Proteinen vom ER zum Golgi-

Apparat, so dass die Proteine in ausreichender Menge intrazellulär nachgewiesen 

werden können. Verdünnungen und der Zusatz der Stimuli erfolgten in PBS. 

 

 

2.1.4 Isolation und Kultur neutrophiler Granulozyten 

 

Zur Isolation von Neutrophilen wurde die 

Dichtegradientenzentrifugation, die Dextransedimentation und das 

Prinzip der magnetischen Zellauftrennung – „Magnetic activated cell 

sorting“ (MACS) – angewendet (s. Abb. 4 und 2.1.4-2). 

Biocoll hat eine spezifische Dichte von 1,077g/ml, weshalb sich 

bei einer Dichtegradientenzentrifugation sogenannte „Peripheral blood 

mononuclear cells“ (PBMC) an der Phasengrenze zwischen Blutserum 

und Biocoll anreichern. Der Begriff PBMC umfasst alle nicht-

segmentkernigen Zellen, also z. B. NK-Zellen, aber keine PMN. 

Thrombozyten befinden sich in der Serumschicht oberhalb davon, 

während Eosinophile, Neutrophile und Erythrozyten unter die Biocoll-

Schicht sedimentieren. 

Zur Durchführung dieser Dichtegradientenzentrifugation wurden 

35ml einer Blut-NaCl-Suspension (1:1) auf 15ml Biocoll geschichtet und 

20min. bei 800g und Raumtemperatur (RT) ohne Bremse zentrifugiert. 

Das Pellet aus Erythrozyten, Eosinophilen und Neutrophilen („D“ in Abb. 

4) wurde mit NaCl auf 20ml verdünnt, zur Dextransedimentation mit 

Abb. 4: 

Separation der 

Zellen mittels 

Dichtegradient 

(A: Serum; B: 

PBMC; C: 

Biocoll; D: 

Zellpellet). 
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Dextran T500 (3%) auf 40ml aufgefüllt und durch mehrmaliges Wenden des Falcons 

vermengt. In dieser Lösung sedimentieren die Erythrozyten schneller als übrige Zellen, 

so dass der nach 20 Minuten Inkubationszeit entnommene Überstand deutlich weniger 

rote Blutkörperchen enthielt. Der Überstand wurde zentrifugiert (200g; 10min.; RT) 

und anschließend in 20ml PharmLyse® resuspendiert. Nach 15min. Inkubation wurden 

die Zellen ein weiteres Mal zentrifugiert (s. o.) und in MACS-Puffer resuspendiert. Alle 

folgenden Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C. 

Die folgenden Schritte 

erfolgten gemäß den Empfehlungen 

von Miltenyi Biotech zur positiven 

magnetischen Selektion von CD16+-

Zellen (s. Abb. 5). Die Zellen wurden 

mit einem magnetisch markierten 

Antikörper gegen CD16 für 30min. 

inkubiert, gewaschen und in MACS-

Puffer resuspendiert. Anschließend 

wurden sie über einen Filter (30µm 

Porenweite) auf eine in einem 

Magnetfeld stehende Selektionssäule 

gegeben (LS-Säule). Aufgrund der 

magnetischen Markierung der CD16+-

Zellen wurden diese in der Säule 

zurückgehalten, während die 

restlichen Zellen aus der Säule ausgewaschen wurden. Danach wurde die Säule aus 

dem Magnetfeld genommen und die markierte Zellfraktion in einem Falcon-Röhrchen 

aufgefangen. Das durch den Hersteller empfohlene Auspressen der Säule wurde 

vermieden, um zusätzliche Einflüsse auf die Zellen gering zu halten. Die Reinheit der 

so gewonnenen Zellen wurde mittels Druchflusszytometrie überprüft und betrug 99%. 

Die so gewonnenen Zellen wurden mit dem Trypanblau-Verfahren gezählt, gewaschen 

und in Kulturmedium aufgenommen. Es wurden ca. 4 x 105 Zellen / well (200µl 

Volumen / well; Volumen inkl. Stimuli) in eine 96-well-Platte ausgebracht 

(Flachboden). 

Abb. 5: Funktionsweise MACS (Janeway, Jr. et al., 2006). 
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2.2 Durchflusszytometry 

 

2.2.1 Allgemeine Prinzipien 

 

Die Durchflusszytometry und das 

“Fluorescence activated cell 

sorting” (FACS) beruht auf der 

Markierung von Molekülen 

mittels Antikörper-gebundener 

Fluorochrome. Zellen werden in 

einem Flüssigkeitsstrom einzeln 

durch einen Laserstrahl geführt. 

Dieser regt die Fluorochrome, 

jedes bei einer bestimmten 

Wellenlänge (Extinktion), an. 

Diese geben die aufgenommene 

Energie als Licht ab (Emission). 

Sogenannte Photomultiplier 

detektieren diesen Vorgang. So kann jede Zelle hinsichtlich der Bindung eines 

Antikörpers charakterisiert werden (s. Abb. 6). Die Intensität der Fluoreszenz ist 

proportional zur Anzahl gebundener Antikörper und damit zur Antigen-Expression. 

Daneben kann mithilfe des „Forward scatter“ (FSC), der Streuung des Laserstrahles in 

Verlaufsrichtung, eine Aussage über die Größe der Zelle gemacht werden. Der „Side 

scatter“ (SSC) vermittelt Informationen über die Granularität einer Zelle. 

 

 

2.2.2 Färbungsverfahren zur Durchflusszytometrie 

 

Für Vollblut-Experimente wurde die Zellsuspension (s. Kapitel 2.1.2) aus der Platte 

entnommen und mit dem zehnfachen Volumen PharmLyse® (einfache Konzentration) 

Abb. 6: Funktionsweise Durchflusszytometry (Janeway, Jr. et al., 2006). 
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10–15min. (RT) inkubiert, um enthaltene Erythrozyten zu lysieren. Danach folgte eine 

Zentrifugation bei 400g für 5min., der Überstand wurde verworfen und ein zweiter 

Lyse-Schritt durchgeführt (5ml Lyse-Präparat / Ansatz; 10–15min., RT). Nach erneuter 

Zentrifugation, Resuspension in PBS und Überführung in FACS-Röhrchen sowie einer 

weiteren Zentrifugation wurden der Überstand dekantiert und die Zellen in der FACS-

Antikörper-Lösung resuspendiert. Diese enthielt 1-3µl der entsprechenden Antikörper 

sowie PBS, das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 50µl. Nach ca. 15-30min. 

Inkubationszeit auf Eis und im Dunkeln wurden die Zellen zweimal gewaschen und in 

PBS resuspendiert. Anschließend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. 

Unmittelbar vor der Analyse wurde Propidiumjodid (PI) zugegeben, um eine 

Differenzierung lebender und toter Zellen zu ermöglichen. 

Erfolgte eine Färbung intrazellulärer Moleküle, wurden zunächst die 

Oberflächenantigene wie oben beschrieben markiert. Die Zellen wurden danach in 2%-

PFA-Lösung für 30min. (RT) inkubiert und anschließend abzentrifugiert. Es folgten 

zwei Waschschritte mit 0,2% Saponin und die Zugabe der intrazellulären Antikörper. 

Nach weiteren 30 min. Inkubation auf Eis und im Dunkeln wurden die Zellen einmal in 

0,2% Saponin und anschließend in FCS-haltigem („Fetal calf serum“) PBS (5%) 

gewaschen. Die Zellen wurden dann aufgenommen und analysiert. 

Alle erhobenen Daten wurden mit Hilfe von Einzelfärbungen bzw. einer 

ungefärbten Probe kompensiert. Zell-Dupletten wurden mittels der Dauer des FSC-

Signals (FSC-W) von der Analyse ausgeschlossen. Die Darstellung in sogenannten „dot 

plots“ erfolgte i. d. R. logarithmisch. Die verwendeten Fluorochrome und Antikörper 

sind den einzelnen Kapiteln oder Abbildungen zu entnehmen. Für jeden Antikörper 

wurde eine passende Isotyp-Kontrolle verwendet. 

 

 

2.2.3 Darstellung von Granulozyten-Subpopulationen 

 

Man unterscheidet drei Granulozyten-Subpopulationen: Neutrophile, eosinophile und 

basophile Granulozyten. Zur Markierung von Neutrophilen und Eosinophilen wurde ein 

Antikörper gegen CD66b verwendet, welches von beiden Zelltypen exprimiert wird 
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(Torsteinsdottir et al., 1999). Zur Darstellung der Einzelpopulationen wurde ein 

Antikörper gegen CD16 genutzt. Dieses Molekül wird von Neutrophilen, nicht aber von 

Eosinophilen exprimiert. Zur Differenzierung gegenüber anderen Zellen wurde der SSC 

verwendet (Fujimoto et al., 2000; Gopinath und Nutman, 1997). 

Basophile wurden mit Antikörpern gegen CD123 und gegen CD303 gefärbt. 

Basophile sind CD123+ (Heinemann et al., 2000) und BDCA2- (Dzionek et al., 2001), 

wodurch sie sich von den beide CD-Moleküle exprimierenden PDC unterscheiden. 

Die geschilderten Methoden wurden auch zur Überprüfung der Reinheit der 

angewandten Aufreinigungsverfahren genutzt. 

 

 

2.2.4 Bestimmung von Aktivierungsmarkern mittels 

Durchflusszytometrie 

 

Zur Bestimmung des Aktivierungszustandes von Granulozyten-Subpopulationen wurde 

die „Mean fluorescence intensity“ (MFI) der gegen CD11b, CD62L sowie gegen 

intrazelluläres IL-8 gerichteten Antikörper durchflusszytometrisch bestimmt (Hayashi 

et al., 2003; Nagase et al., 2003; Zhou et al., 2005). Zuvor wurden die Zellen wie oben 

beschrieben identifiziert. 

 

 

2.2.5 FACS 

 

Der Begriff FACS beschreibt die Verbindung der Durchflusszytometrie mit der 

Fähigkeit, Zellen aus der so analysierten Menge zu isolieren. Über die 

Durchflusszytometrie wird definiert, welche Merkmale eine Zelle aufweisen muss, um 

aus der gegebenen Population isoliert zu werden („Gating“). Diese Isolation erfolgt bei 

dem hier verwendeten Gerät (FacsDiVa) elektrostatisch: Der Flüssigkeitsstrom („Fluid 

sheath“), in dem die Zellen fokussiert sind, wird in Tropfen, die jeweils nur eine Zelle 

enthalten, aufgetrennt. Enthält ein Tropfen eine zu isolierende Zelle, so wird dieser 

elektrisch aufgeladen. Bei der anschließenden Passage durch ein elektrostatisches Feld 
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wird dieser Tropfen abgelenkt und in ein eigenes Gefäß geleitet. Die so gewonnenen 

Zellpopulationen können zur Bestimmung ihres Reinheitsgrades erneut 

durchflusszytometrisch untersucht oder histologisch gefärbt und dargestellt werden. 

Für derartige Aufbereitungen wurden 50ml antikoaguliertes Blut mittels 

Dichtegradientenzentrifugation und Dextransedimentation aufgereinigt (s. Kapitel 

2.1.1 und 2.1.4). Anschließend wurden die Zellen mit CD16-Antikörpern markiert, 

erneut gewaschen, auf 2 x 107Zellen/ml eingestellt, über einen Single-Cell-Filter 

gegeben, mit PI versetzt und mittels FACS „sortiert“. 

 

 

2.3 Quantifizierung der Zytokinproduktion 

 

Gebildete Zytokine wurden mittels intrazellulärer Färbung mit Fluorochrom-

markierten Antikörpern und Analyse im Durchflusszytometer (s. o.), „Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay“ (ELISA) und „Cytometric Bead Array“ (CBA) quantifiziert. 

 

 

2.3.1 ELISA 

 

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration im Überstand isolierter Neutrophiler wurde 

der ELISA verwendet. Zur Bestimmung von IL-6 (Detektionsbereich 5-300pg/ml) und IL-

8 (Detektionsbereich 3-200pg/ml) wurden ELISA-Kits zum Selbstbeschichten 

verwendet. Die Proben wurden entsprechend der Detektionsbereiche verdünnt. Die 

Anwendung des Verfahrens erfolgte gemäß den Empfehlungen des Herstellers 

(OptEIA®, BD Pharmingen®). 

Das Testprinzip beruht auf einem Sandwich-Verfahren: Die Wells einer 

Maxisorbplatte werden über Nacht mit einem Antikörper gegen das zu bestimmende 

Zytokin beschichtet. Zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung werden die Wells 

anschließend mit FCS geblockt. Danach werden die zu analysierenden Proben und eine 

Standardreihe in die Wells pipettiert. Sollten die Proben das Zytokin enthalten, bindet 

dieses über ein Epitop an die auf der Platte haftenden Antikörper. Nach einer 
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Inkubationszeit und mehreren Waschschritten werden ein Biotin-konjugierter 

Antikörper und an Streptavidin gebundene Meerrettich-Peroxidase zugegeben. Der 

Antikörper bindet an ein weiteres Epitop des ggf. vorhandenen Zytokins, die 

Peroxidase wiederum bindet über das Streptavidin an das Biotin. Es folgen weitere 

Waschschritte. Auf diese Weise ist die Menge gebundener Peroxidase proportional zum 

enthaltenen Zytokin. Der Umsatz von zugegebenem Substrat (Stoppen der Reaktion 

mit 2N H2SO4) lässt wiederum Rückschlüsse auf die enthaltene Enzymmenge zu. Dieser 

Substratumsatz ist durch die Änderung der optischen Dichte bei 450nm (OD450) mittels 

eines speziellen „ELISA-Readers“ messbar. Über den Vergleich mit einer Standardkurve 

lassen sich die Zytokin-Konzentrationen berechnen. 

 

 

2.3.2 CBA 

 

Zur zeitgleichen Bestimmung der Konzentrationen mehrerer Zytokine wurde der CBA – 

auch „Multiplexed bead assay“ - verwendet. So konnten parallel die Zytokine IL-1β, IL-

6, IL-8, IL-12p70, TNFα und MIP-1α untersucht werden. 

Der CBA beruht wie ebenfalls auf einem Sandwich-Verfahren (s. Abb. 7): 

Sogenannte Beads, die mit Antikörpern gegen ein bestimmtes Zytokin beschichtet 

sind, binden dieses. Die Beads weisen distinkte Intensitäten der Fluoreszenzen von 

Abb. 7: Funktionsweise CBA. Links: Schematische Darstellung des Prinzips. Rechts: Darstellung der 

verschiedenen Beadpopulationen (vgl. Text). 

PE 
 

APC(-

Cy7) 

PE 
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Allophyocyanin (APC) und von APC-Cy7 auf. So können verschiedene Beadpopulationen 

durchflusszytometrisch dargestellt werden. Jede dieser Populationen bindet ein 

anderes Zytokin. Neben den Beads bindet das Zytokin einen weiteren, mit 

Phycoerythin (PE) markierten Antikörper. Nicht gebundene Antikörper werden 

abgewaschen. Die Intensität der PE-Fluoreszenz einer Beadpopulation ist dann 

proportional zur Menge des gebundenen Zytokins. Auf diese Weise ist die gleichzeitige 

Quantifizierung mehrerer Proteine in einer Lösung möglich. 

Das Verfahren wurde gemäß den Herstellerangaben (BD Biosciences®) 

angewendet. Die Daten wurden mit dem LSRII (BD Biosciences®) gewonnen und mit der 

FCAP Array® – Software (Softflow Inc.) ausgewertet. Die zu analysierenden Proben 

wurden entsprechend des Detektionsbereiches verdünnt (20pg/ml bis zu 5000pg/ml). 

 

 

2.4 Quantifizierung freigesetzter Enzyme 

 

Bei der Degranulation primärer Granula werden u. a. auch Myeloperoxidase (MPO) und 

β-Glucuronidase (GUSB) freigesetzt (Menegazzi et al., 1992; Nathan, 2006; Schroder et 

al., 1987). Diese Aktivierungsmarker sind quantifizierbar. Dazu wurden MACS-

gereinigte, EDTA-freie Neutrophile auf 1 x 107/ml in HBSS („Henk’s buffered salt 

solution“) mit 5% FCS, 0,5mM CaCl2 und 1mM MgCl2 eingestellt und 5 Minuten bei 37°C 

mit Cytochalasin B (5µg/ml Endkonzentration) inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 

HBSS wurden die Zellen in supplementierter HBSS erneut auf die genannte 

Konzentration eingestellt. Es wurden 1 x 106 Neutrophile/0,2ml/well in einer 96-well 

Platte ausgebracht und mit den entsprechenden Liganden bei 37°C inkubiert. Nach 2h 

wurde fMLP (1,34µM Endkonz.) hinzugegeben („fMLP-boost“). Nach weiteren 2h 

Inkubation wurden die Überstände abgenommen und für die folgenden 

Aktivitätsbestimmungen verwendet: 

Die Peroxidase-Aktivität wurde nach Menegazzi et al. bestimmt (Menegazzi et 

al., 1992). Als Substrat wurde ein „TMB Substrate Reagent Set“ von BD Biosciences 

genutzt, das die Anforderungen der beschriebenen Untersuchung erfüllte. Die 

entsprechenden Überstände wurden im Verhältnis 1:1 mit dem Substrat gemischt. Der 
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Substratumsatz wurde mit 4N H2SO4 gestoppt. Anschließend wurde die OD450 

gemessen. Die enzymatische Aktivität wurde in Relation zur Aktivität unbehandelter 

Neutrophiler ermittelt und anschließend auf die Aktivität von PBS-behandelten 

Neutrophilen mit „fMLP-boost“ normalisiert. 

DIe GUSB-Aktivität wurde nach Schröder et al. bestimmt (Schroder et al., 1987). 

Die entsprechenden Überstände wurden im Verhältnis 1:1 mit einer Substratlösung 

(0,01M p-Nitrophenyl-β-glucuronid in 0,1M Natriumacetat, pH 4,0) vermischt und 18h 

bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Der Substratumsatz wurde mit 0,4M Glyzinpuffer (pH 

10,0) unterbrochen und die OD405 ermittelt. Der Umsatz wurde in Relation zum 

Substratumsatz in einem Neutrophilen-Lysat gesetzt. Zur Herstellung des Lysats 

wurden 1 x 106 Neutrophile für 4h in 200µl 0,4% Triton X-100-PBS inkubiert. Durch die 

Zelllyse werden alle enthaltenen Enzyme freigesetzt, ihre Aktivität nach Lyse 

entsprach also der maximal möglichen Aktivität. Schlussendlich wurde die so 

ermittelte Aktivität auf PBS-behandelte Neutrophile mit „fMLP-boost“ normalisiert. 

 

 

2.5 Quantifizierung des „Respiratory burst“ 

 

Der „Respiratory burst“ wurde nach (Rothe und Valet, 1990) quantifiziert: MACS-

gereinigte, EDTA-freie Neutrophile wurden auf 1 x 107/ml in HBSS mit 5% FCS, 0,5mM 

CaCl2 und 1mM MgCl2 eingestellt und für 30min. mit Carboxy-H2DCF-DA („5-(und 6)-

carboxy-2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat“) (40µM Endkonzentration) unter 

mehrmaligem Aufschütteln inkubiert. Anschließend wurden 1 x 106 

Neutrophile/0,2ml/well in einer 96-well Platte stimuliert. Nach 4h wurde die MFI im 

FITC-Kanal des Durchflusszytometers bestimmt. Diese ist proportional zur Menge 

gebildeter Radikale. 

Bei diesem Test diffundiert Carboxy-H2DCF-DA als lipophiles Molekül durch die 

Zellmembran. Innerhalb der Zelle wird es deacetyliert. Die entstandene, polare und 

nicht-fluoreszierende Form kann die Zelle nicht mehr verlassen. Wird das Molekül 

oxidiert, so kann die entstehende Fluoreszenz bei 525nm leicht bestimmt werden. 

 



 

 

50 

 

2.6 Färbung nach May-Grünwald-Giemsa 

 

Zur zytologischen Differenzierung verschiedener Granulozyten – Populationen wurde 

nach May-Grünwald-Giemsa gefärbt. Dazu wurden die zu analysierenden Zellen mittels 

Zytospin – Verfahren auf spezielle Objektträger aufgebracht. Anschließend wurden die 

luftgetrockneten Präparate für 3min. mit May-Grünwald-Lösung (Eosin-Methylenblau-

Lösung) abgedeckt, die Objektträger mit destilliertem Wasser abgespült und bedeckt. 

Nach weiteren 3min. wurde die Giemsa-Lösung (Azur-Eosin-Methylenblau-

Stammlösung, 1:20 verdünnt) aufgegeben und für 15min. belassen. Nach ausgiebigem 

Spülen mit destilliertem Wasser wurden die Präparate schräg stehend luftgetrocknet. 

Die Präparate wurden mit einem Olympus X71-Mikroskop analysiert. Mit der 

verbundenen Kamera und der analySIS-Software (Soft imaging systems) wurden 

repräsentative Blickfelder bei 200-, 400- und 600-facher Vergrößerung abfotografiert. 

Anhand der Lappung ihrer Kerne und der Färbung der Granula ließen sich die 

Granulozyten nun unterscheiden: Neutrophile weisen einen stark gelappten Kern (3-7 

Segmente) und fast ungefärbte Granula auf, während Eosinophile 2 Kernlappen und 

stark Eosin-gefärbte, dicht angeordnete Granula haben. Basophile hingegen haben 

wenig definierte Kernlappen. Ihre Granula sind gut abgrenzbar, weniger dicht und 

färben sich blau an. 

 

 

2.7 Molekularbiologische Methoden 

 

Zur Analyse der TLR-Expressionsmuster mittels RT-PCR wurden die Zellen per FACS 

aufgereinigt (s. Kapitel 2.2.5). Es folgte entweder die direkte Lyse mittels MagnaPure 

oder die Resuspension in Medium mit oder ohne Stimulation mit IFNβ für 3h gefolgt 

von der Lyse der Zellen. Anschließend wurden die Zellen im Stickstofftank bei <-160°C 

gelagert. Die RT-PCR wurde durch T. Giese, Institut für Immunologie, Heidelberg, 

durchgeführt (vgl. (Hornung et al., 2002). 
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2.8 Statistische Analyse 

 

Die Daten sind i. d. R. als Mean±SEM (Durchschnitt ± „Standard error of the mean“) 

angegeben. Die Auswertung erfolgte mittels gepaartem, zweiseitigen Student-t-Test 

durch Microsoft Excel – Software. Eine Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen (*). 

 

 

2.9 Aufstellung der Geräte und Materialien 

 

2.9.1 Geräte – Allgemein 

 

Gerät Typ Hersteller 
Begasungsbrutschrank HeraCell 240 Heraeus 
Eismaschine Icematic F125 Compact Enodis 
ELISA Reader Spectramax 250 MWG-Biotech 
Mikroskop X71 Olympus 
Mikroskop Wilovert 30 Hund 
Vortexer ReaxTop Heidolph Instruments 
Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf 
Zentrifuge Centrifuge 5415D Eppendorf 
Werkbank (Zellkultur) HeraSafe Heraeus 
Neubauer-Zählkammer  Labomedic (Vertrieb) 
 

 

2.9.2 Durchflusszytometrie, FACS und CBA 

 

Folgende FACS - Antikörper wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet: 

Name Spezifität Klon Isotyp Fluoreszenz Hersteller 
Anti-CD303 CD303 AC144 Maus IgG1 FITC Miltenyi Biotech 
Anti-CD11b/Mac-1 CD11b ICRF44 (44) Maus IgG1, κ PE BD Pharmingen 
Anti-CD123 CD123 7G3 Maus IgG2a, κ PE BD Pharmingen 
Anti-CD16 CD16 VEP13 Maus IgM FITC Miltenyi Biotech 
Anti-CD62L CD62L DREG-56 Maus IgG1, κ APC BD Pharmingen 
Anti-IL-8 IL-8 G265-8 Maus IgG2b PE BD Pharmingen 
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Die angegebene Spezifität bezieht sich auf humane Antigene. Der Standort der Firmen 

ist Deutschland. Die Isotypkontrollen stammen von BD Pharmingen. Zur Bestimmung 

der Zytokine im Überstand (s. Kapitel 2.3.2) wurde das „Human Soluble Protein Flex 

Set“ (BD CBA) genutzt. 

Folgende Geräte wurden verwendet: 

Gerät Typ Hersteller 
Durchflusszytometer Canto Becton & Dickinson 
Durchflusszytometer LSRII Becton & Dickinson 
FACS FACSDiva Becton & Dickinson 
 

Die Datenaquisition erfolgte mit der FACSDiva-Software (BD (Becton & Dickinson)), die 

Auswertung mit der FCAP- (CBA) (BD) und FlowJo-Software (FlowJo, Ashland, USA). 

 

 

2.9.3 Zellaufreinigung - MACS 

 

Folgende Materialien und Geräte wurden für MACS-Prozeduren verwendet: 

Bezeichnung Hersteller 
Separator (MidiMACS) Miltenyi Biotech 
LS-Säulen Miltenyi Biotech 
Pre-Separationfilters Miltenyi Biotech 
Anti-CD16-Beads Miltenyi Biotech 

 

 

2.9.4 Oligoribonukleotide 

 

Folgende ORN wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet: 

Name Länge Sequenz (5’-3’) Rückgrat Hersteller 
Poly(A) 21mer AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA -PD- / -PTO- 
Poly(U) 21mer UUU-UUU-UUU-UUU-UUU-UUU-UUU -PD- / -PTO- 
9.2s 19mer AGC-UUA-ACC-UGU-CCU-UCA-A -PD- / -PTO- 

-PD- Eurogentec (Belgien), 
-PTO- Metabion (Deutschland) 

 

Die Stocklösungen der Oligonukleotide wurden in Optimem (Invitrogen) rekonstituiert. 

RNA wurde durchgehend mit entsprechenden Zellkulturmaterialien behandelt (z. B. 

gestopfte Spitzen). 
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2.9.5 Chemikalien, Reagenzien und Zellkulturmaterial 

 

Bezeichnung Hersteller 
3M-001 3M Pharmaceuticals (USA) 
3M-002 3M Pharmaceuticals (USA) 
Brefeldin A Sigma-Aldrich (Deutschland) 
BSA Gibco, Invitrogen (USA) 
Carboxy-H2DCF-DA Invitrogen (USA) 
Cytochalasin B Sigma-Aldrich (Deutschland) 
Dextran T500 Carl Roth (Deutschland) 
DOTAP Carl Roth (Deutschland) 
EDTA Gibco, Invitrogen (USA) 
FCS Gibco, Invitrogen (USA) 
Ficoll (Biocoll) Biochrom (Deutschland) 
fMLP Sigma-Aldrich (Deutschland) 
Fugene 6 - Transfektionsreagenz Roche Applied Science (USA) 
GM-CSF R&D Systems (USA) 
HBSS Gibco, Invitrogen (USA) 
Humanes AB-Serum Bio Whittaker, Cambrex (USA) 
IFN-β R&D Systems (USA) 
IL-8-ELISA-Set BD OptEIA (USA) 
L-Glutmamin PAA (Österreich) 
LPS Sigma-Aldrich (Deutschland) 
May-Grünwald-Giemsa-Lösung  
MagnaPure RocheDiagnostics (Deutschland) 
NaCl B.Braun, Deutschland 
PBS Gibco, Invitrogen (USA) 
Penicillin PAA (Österreich) 
PFA Fluka-Chemika (Deutschland) 
PharmLyse BD Pharmingen (Deutschland) 
p-Nitrophenyl-β-glucuronid Sigma-Aldrich (Deutschland) 
Poly-L-Arginin Sigma-Aldrich (Deutschland) 
Propidiumjodid Sigma-Aldrich (Deutschland) 
R-848 3M Pharmaceuticals (USA) 
Refludan Pharmion (Deutschland) 
RPMI 1640 Gibco, Invitrogen (USA) 
Saponin Sigma-Aldrich (Deutschland) 
Streptomycin PAA (Österreich) 
TMB Substrate Reagent Set BD OptEIA (USA) 
Triton-X Sigma-Aldrich (Deutschland) 
Trypanblau Sigma-Aldrich (Deutschland) 

 

Plastikverbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Greiner (Deutschland), Falcon 

(Deutschland) und Corning (USA) bezogen. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Verifizierung der Methodik 

 

Zunächst wurde überprüft, ob sich die beschriebenen durchflusszytometrischen 

Verfahren zur Darstellung und Beurteilung der Zellen eigneten. 

Abb. 9 gibt einen Überblick über die Eigenschaften verschiedener Granulozyten-

Subpopulationen in der Durchflusszytometrie. Eosinophile und neutrophile 

Granulozyten lassen sich allein durch ihre Größe und Granularität nicht sicher 

voneinander unterscheiden. Die in Abb. 9a) gekennzeichnete Region umfasst beide 

Zelltypen. Des Weiteren sind im dargestellten Dot Plot Monozyten und Lymphozyten zu 

erkennen, die sich aufgrund ihrer geringeren Granularität – entsprechend einem 

geringeren SSC-Wert – von den eosinophilen und neutrophilen Granulozyten abgrenzen 

lassen (Fujimoto et al., 2000; Gopinath und Nutman, 1997). 

Diese Abgrenzbarkeit der beiden genannten Granulozyten-Populationen von den 

übrigen Zelltypen wurde hier genutzt, um sie aufzufinden. Die Differenzierung 

innerhalb der beiden Granulozyten-Subtypen wurde durch ihre unterschiedliche 

Expression von CD16 möglich: Während neutrophile Granulozyten dieses Molekül in 

großer Zahl exprimieren, ist es auf eosinophilen Granulozyten kaum zu finden 

(Fujimoto et al., 2000; Gopinath und Nutman, 1997). Abbildung 9b) verdeutlicht die so 

mögliche Differenzierung der Zellen nach Ausschluss toter – PI-angefärbter – Zellen 

und sogenannter Doubletten, aneinanderhängender Zellen, per FSC-W: R1 bezeichnet 

die neutrophile, R2 die eosinophile Granulozyten-Population. Diedargestellte Methode 

wurde verwendet, um die Zellen im Vollblut aufzufinden. 

Basophile Granulozyten weisen deutlich weniger Granula als die beiden anderen 

Zelltypen auf, und lassen sich deshalb nicht allein durch ihre SSC-Eigenschaften von 

den übrigen Zellpopulationen trennen. Sie lassen sich aufgrund ihrer Expression von 

CD123 auffinden (Heinemann et al., 2000), das allerdings auch auf PDC zu finden ist. 

Beide Zellarten müssen deshalb durch einen weiteren Marker, hier CD303, das exklusiv 

auf PDC exprimiert wird (Dzionek et al., 2001), unterschieden werden. Abb. 9c) 
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verdeutlicht diese Vorgehensweise; der mit R3 gekennzeichnete Quadrant enthält die 

Basophilen-Population. 

Die durchflusszytometrische Darstellung der Zellen wurde zytologisch bestätigt. 

Dazu wurden die Granulozyten-Subpopulationen wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben nach 

den genannten Parametern aufgereinigt (FACS), per Zytospin auf spezielle 

Objektträger aufgebracht und nach May-Grünwald-Giemsa gefärbt. Abb. 8 

verdeutlicht, dass das durchflusszytometrische Vorgehen tatsächlich zur selektiven 

Darstellung der entsprechenden Populationen führt. 

Schlussendlich wurde die Reinheit der verwendeten Aufreinigungsverfahren, 

MACS (s. Kapitel 2.1.4) und FACS (s. Kapitel 2.2.5), überprüft. Abb. 9d) zeigt, dass die 

magnetische Selektion neutrophiler Granulozyten zu hochreinen (>99%) Populationen 

führte. Die Viabilität lag bei >95%, bestimmt mittels Trypanblau-Ausschluß-Verfahren. 

Die Reinheit der neutrophilen Granulozyten nach FACS-Verfahren wurde mittels der 

bereits erwähnten May-Grünwald-Giemsa-Färbung und durchflusszytometrisch 

bestimmt (Abb. 8). Sie lag ebenfalls >99%. 

Abb. 8: Methodenverifizierung I. Vollblut 

wurde wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben 

aufbereitet, mit CD16- bzw. CD123- und 

CD303-Antikörpern gefärbt und per FACS 

aufgereinigt (s. Kapitel 2.2.5). 

Anschließend Färbung nach May-Grünwald-

Giemsa und mikroskopische Analyse 

(Vergrößerung 200- bzw. 400-fach). Eines 

von zwei unabhängigen Experimenten. 

100µm 50µm 

R1 

R2 

R3 
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Abb. 9: Methodenverifizierung II. A) Darstellung der eosinophilen und neutrophilen Granulozyten im Vollblut. B) Färbung mit 

CD16-Antikörper. Auffinden der eosinophilen und der neutrophilen Subpopulation nach CD16-Expression und SSC-Eigenschaften 

im Vollblut. R1: Neutrophile. R2: Eosinophile. C) Färbung mit CD123- und CD303-Antikörper. Auffinden der Basophilen (R3). D) 

Vollblut wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation und Dextran-Sedimentation aufgereinigt, mit magnetisch und 

Fluoreszenz-markierten CD16-Antikörpern inkubiert und per MACS aufgereinigt (s. Kapitel 2.1.4). Anschließend 

durchflusszytometrische Darstellung der hier markierten Neutrophilen. Jeweils eines von mindestens zwei (c), d)) bzw. drei 

(a), b)) unabhängigen Experimenten. 
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3.2 isRNA und R-848 aktivieren Neutrophile 

 

Für einige Experimente wurde humanes Vollblut möglichst wenigen 

Verarbeitungsschritten unterzogen, um eine Aktivierung der Zellen durch 

Temperaturschwankungen, Zentrifugationsschritte und ähnliches zu vermeiden. Die 

Betrachtung der Granulozyten im Vollblut ließ die Zellen so unberührt und damit so 

unverändert wie möglich. 

 

 

3.2.1 Neutrophile ändern die Expression von Aktivierungsmarkern 

nach TLR7/8-Stimulation 

 

Um den Effekt therapeutischer 

ORN auf Neutrophile zu 

untersuchen, wurde die 

Expression der membran-

ständigen Moleküle CD11b/Mac-1 

und CD62L untersucht. Es ist aus 

vorangegangenen Untersuchun-

gen bekannt, dass die Aktivierung 

von Neutrophilen zur vermehrten 

Expression von CD11b/Mac-1 und 

zum Verlust von CD62L auf der 

Zelloberfläche führt (Hayashi et 

al., 2003; Nagase et al., 2003). 

Abb. 10 zeigt die 

durchflusszytometrische Quanti-

fizierung dieser Marker nach 

Stimulation humanen Vollbluts 

mit dem TLR7/8-Liganden R-848 für 4h. Während Eosinophile die Expression der 

Abb. 10: Expression von CD11b und CD62L nach Stimulation mit R-848. 

Humanes Vollblut wurde für 4h mit 10µM R-848 bzw. 20µl PBS stimuliert, 

mit CD16-, CD11b- und CD62L-Antikörpern gefärbt und Neutrophile 

(CD16+/SSChigh) und Eosinophile (CD16-/SSChigh) durchflusszytometrisch 

analysiert (s. Kapitel 2.1.2 und 2.2.4). Eines von mindestens drei 

unabhängigen Experimenten. 

CD62L

C
D

1
1
b

N
e

u
tr

o
p

h
il
e

E
o

s
in

o
p

h
il
e

R-848PBS



 

 

58 

Marker nur geringfügig verändern, führt die Stimulation mit R848 zur deutlichen 

Aktivierung der Neutrophilen. 

Um herauszufinden, ob nicht nur die Stimulation mit einem RNA-Analogon, 

sondern auch mit RNA selbst zu einer solchen Aktivierung führt, wurde Vollblut in 

Anwesenheit von 9.2s-RNA und Poly(A) (s. Kapitel 2.9.4) inkubiert. Diese waren an 

PArg, ein polykationisches Peptid, komplexiert. PBS diente als Negativkontrolle. 

Zunächst wurde der zeitliche Ablauf der Expressionsänderung von CD11b und CD62L 

auf CD16+/SSChigh-Zellen nach Ausschluss toter Zellen und Doubletten 

durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 11a). Im Vollblut dauerte es 3-4h, bis 

signifikante Abweichungen der 9.2s-stimulierten Zellen von den PBS- bzw. Poly(A)-

stimulierten Zellen erkennbar waren. Des Weiteren ist aus der Abbildung ersichtlich, 

dass die Expression der Marker-Moleküle bei Poly(A)-Stimulation nicht von der nach 

PBS-Inkubation abwichen. Somit ist ausgeschlossen, dass der im Falle der 9.2s-

Stimulation beobachete Effekt auf das enthaltene PArg zurückzuführen ist, da dieses 

auch in der Poly(A)-Präparation enthalten war. Zusätzlich bedeutet das, dass ein nur 

aus Adenosin bestehendes 21-mer für eine derartige Stimulation nicht ausreichend 

war. Auf Grundlage dieser Versuche wurden weitere Stimulationsversuche mit ORN im 

Vollblut immer für mindestens 4h durchgeführt. 

Nun wurde überprüft, ob der beobachtete Effekt des 9.2s-ORN dosisabhängig ist. Dazu 

wurde Vollblut mit verschiedenen Konzentrationen PArg-komplexierter 9.2s-RNA 

stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch mit Hilfe der 

erwähnten Parameter analysiert (Abb. 11b). Ab einer RNA-Konzentration von ca. 

0,5µg/ml scheint die Expression von CD11b maximal zu sein bzw. der Verlust von 

CD62L komplett. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für weitere RNA-Experimente die 

Konzentration von 0,5µg/ml als Standarddosis verwendet. 

Die so ermittelten Grundlagen wurden genutzt, um die Stimulation mit ORN mit 

anderen TLR-Liganden, insbesondere dem „small molecule“ R-848, zu vergleichen. 

Abb. 12a) veranschaulicht die unterschiedliche Expression der untersuchten 

Oberflächenmoleküle nach einer Stimulation (4h) mit PBS, Poly(A)- und 9.2s-RNA, R-

848 und LPS im Durchflusszytometer. Es ist anzumerken, dass der hier gezeigte Effekt 

des bakteriellen Wandbestandteils bereits nach 30-60min., also deutlich früher als 

nach Stimulation mit RNA, festzustellen war (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 12b) verdeutlicht, dass sowohl 9.2s-RNA, als auch R-848 und LPS geeignet sind, 

Neutrophile im Vollblut nach 4h Inkubation zu aktivieren. Die aus drei gesunden 

Spendern erhobenen Daten zeigten signifikante Änderungen der Oberflächenmarker. 

Eosinophile hingegen exprimierten nach Inkubation mit R-848 und LPS vermehrt 

CD11b. Allerdings zeigten sie nach einer LPS-Stimulation vermehrt, nach R-848-

Stimulation eine unveränderte Menge CD62L auf der Zelloberfläche. Nach Stimulation 

mit 9.2s-RNA zeigten sie ebenfalls eine vermehrte Expression von CD62L und nur eine 

sehr diskrete Änderung der CD11b-Expression. Diese Verschiebungen der Konzentration 

der analysierten Moleküle an der Zelloberfläche waren gegenläufig zur Erwartung. Es 

ist zu berücksichtigen, dass es sich um Zellen mit hoher Autofluoreszenz handelt, was 

die durchflusszytometrische Analyse erschwert. 

Abb. 11: Kinetik und Dosisabhängigkeit der Stimulation mit 9.2s-RNA. A) Vollblut wurde mit an PArg-komplexierten 

RNA-Sequenzen (9.2s, Poly(A), jeweils 0,5µg/ml) und PBS inkubiert. Zu den angezeigten Zeitpunkten erfolgte die 

durchflusszytometrische Analyse der CD62L- (obere Abbildung) und der CD11b-Expression (untere Abbildung) auf 

CD16+/SSChigh-Zellen. Eines von mindestens drei unabhängigen Experimenten, Daten als Mean±SD. B) Vollblut wurde für 4 

Stunden mit PArg-komplexierter 9.2s-RNA in verschiedenen Dosen (4ng/ml bis 5µg/ml) inkubiert. Analyse wie in a). 

Mean±SD. 
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3.2.2  Neutrophile produzieren IL-8 nach Stimulation mit ORN 

 

Es ist bekannt, dass Neutrophile zur Sekretion verschiedener Zytokine, darunter IL-8, 

fähig sind. Um herauszufinden, ob und wie diese Eigenschaft durch eine Stimulation 

mit ORN beeinflusst wird, wurde Vollblut mit verschiedenen Stimuli und Brefeldin A 

inkubiert. Brefeldin A soll verhindern, dass Proteine vom ER in den Golgi-Apparat 

transportiert werden. Es verhindert somit die Sekretion und macht den Nachweis eines 

Abb. 12: Vergleich der Expression von Oberflächenmarkern. Humanes Vollblut wurde mit PBS, Poly(A)- und 9.2s-RNA 

(jeweils 0,5µg/ml), R-848 (10µM) und LPS (10ng/ml) für 4h stimuliert. A) Exemplarische Darstellung der 

durchflusszytometrischen Analyse von CD11b und CD62L auf der Oberfläche von Neutrophilen nach Stimulation. B) Analyse des 

MFI für CD11b und CD62L nach Stimulation von drei Spendern für Neutrophile (obere Abbildungen) und Eosinophile (untere 

Abbildungen). Drei unabhängige Experimente, Mean±SEM, *p<0,05 (PBS-Kontrolle). 
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Sekretionsproteins in der produzierenden Zelle möglich (Fujiwara et al., 1988). Nach 

Abschluss der Stimulationen wurden eine Oberflächenfärbung mit CD16-, anschließend 

eine intrazelluläre Färbung mit IL-8-Antikörper durchgeführt und die Zellen 

durchflusszytometrisch analysiert (IL-8-Menge pro CD16+/SSChigh-Zelle). 

Zunächst wurde der zeitliche Verlauf der IL-8-Produktion nach Stimulation mit 

9.2s-RNA bestimmt (Abb. 13a). Bei einmaliger Brefeldin-Gabe zu Beginn des 

Experiments und Stimulation mit 0,5µg/ml des ORN 9.2s nahm die 

durchflusszytometrisch bestimmte IL-8-Menge pro Neutrophil kontinuierlich zu. 

Aufgrund der Ergebnisse wurden 12h als in jedem Falle ausreichende 

Stimulationsdauer für weitere Versuche bestimmt. 

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, welche Dosis nötig war, um eine 

IL-8-Produktion zu induzieren. Dazu wurde Vollblut für 12h mit unterschiedlichen 

Dosen 9.2s-RNA stimuliert (Abb. 13b). Aufgrund der Ergebnisse wurde eine Dosis von 

mindestens 0,5µg/ml für weitere Versuche als sicher IL-8-induzierend angenommen. 

Auf Grundlage der so ermittelten Daten wurde die IL-8-Produktion nach 

Stimulationen mit dem ORN 9.2s, mit R-848 und mit LPS verglichen (Abb. 13c), d). 

Zwar induzierte die RNA unter den gewählten Bedingungen IL-8, allerdings deutlich 

geringere Mengen als nach Stimulation mit R-848. Wie schon bei den Versuchen zur 

Expression der Oberflächenmoleküle, führte die Stimulation mit Poly(A) nicht zur 

Produktion von IL-8. 
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Abb. 13: IL-8-Produktion nach ORN-Stimulation. A) Humanes Vollblut wurde mit 9.2s- oder Poly(A)-RNA (jeweils 

0,5µg/ml; PArg-komplexiert) inkubiert, zu den angegebenen Zeitpunkten mit CD16- und IL-8-Antikörper gefärbt und die 

Zytokin-Produktion der CD16+/SSChigh-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Eines von drei unabhängigen Experimenten. 

Mean±SD. B) Humanes Vollblut wurde für 12h mit verschiedenen Dosen 9.2s- und Poly(A)-RNA (0,5ng/ml bis 5µg/ml; PArg-

komplexiert) stimuliert. Weitere Behandlung wie in a). Eines von vier unabhängigen Experimenten. C) Exemplarische 

Darstellung der durchflusszytometrisch bestimmten IL-8-Produktion nach Stimulation mit Poly(A)- oder 9.2s-RNA (jeweils 

0,5µg/ml; PArg-komplexiert), R-848 (10µM) oder LPS (10ng/ml) für 12h (PBS als Negativkontrolle). Durchflusszytometrische 

Analyse wie in a). D) Stimulation des Vollblutes und durchflusszytometrische Analyse wie in c) bzw. a) von drei Spendern. 

Drei unabhängige Experimente, Mean±SEM, *p<0,05 (PBS-Kontrolle). 
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3.3 Der Aktivierungsmechanismus 

 

Um herauszufinden, welcher Mechanismus der beobachteten Aktivierung nach 

Stimulation mit den TLR7/8-Liganden isRNA und R-848 zugrunde liegt – die direkte 

Erkennung durch Neutrophile selbst oder eine indirekte Aktivierung durch Zytokine 

anderer Zellen - wurden die folgenden Experimente durchgeführt. 

 

 

3.3.1 TLR8-Expression durch Neutrophile 

 

Wie in Kapitel 1 erläutert, erkennen TLR7 und TLR8 extrazelluläre ssRNA, wie sie im 

Fall von 9.2s RNA vorliegt. Auch R-848 wird durch diese Rezeptoren erkannt. Um 

herauszufinden, ob die bisher beobachteten Effekte durch eine direkte Stimulation der 

Zellen über einen der beiden Rezeptoren hervorgerufen wurden, wurde die Expression 

von TLR-mRNA in Neutrophilen bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen per 

Dichtegradientenzentrifugation, Dextransedimentation und Lyse verbleibender 

Erythrozyten von der Masse der PBMC getrennt, mit CD16-Antikörpern gefärbt und 

mittels FACS weiter aufgereinigt (s. Kapitel 2.2.5). Die Reinheit der Zellen wurde 

durchflusszytometrisch und zytologisch bestimmt (s. Kapitel 3.1), die Viabilität per 

Trypanblau-Ausschlussverfahren. Der Gehalt der Zellen an TLR-mRNA wurde entweder 

sofort oder nach Inkubation für 3h mit oder ohne IFNβ oder GM-CSF - wie in Kapitel 2.7 

beschrieben – per real-time PCR ermittelt (Abb. 14). 

Neutrophile bilden - in Relation zu den Nukleinsäure-erkennenden TLR – relativ 

große Mengen TLR1- und TLR2-mRNA. Daneben exprimieren sie geringere Mengen 

TLR4-, TLR5- und TLR6-mRNA. Von den möglichen Nukleinsäure-erkennenden TLR 

werden lediglich TLR8- und – in sehr geringer Anzahl – auch TLR9-mRNA gebildet. 

TLR3- oder TLR7-mRNA war nicht zu detektieren. 

Wie aus Abb. 14 ersichtlich, wurde die TLR-Expression durch 500U/ml IFNβ nur 

geringfügig beeinflusst. Auch GM-CSF führte nicht zur vermehrten Expression von TLR-

mRNA (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 14: Quantitative Analyse der TLR-mRNA-Expression humaner neutrophiler Granulozyten. Humanes Vollblut wurde 

wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben per FACS aufgereinigt. CD16+/SSChigh-Zellen wurden entweder sofort (oben) oder nach 

Inkubation mit oder ohne 500U/ml IFNβ für 3h (unten) lysiert und auf ihre TLR-Expression hin per RT-PCR untersucht (s. 

Kapitel 2.7). Darstellung der TLR-mRNA-Kopien normalisiert auf die Expression der House-keeping-Gene β-Actin und 

Cyclophilin-B (CPB). Mean±SEM aus drei unabhängigen Experimenten. 



 

 

65 

3.3.2 Überprüfung der Rezeptorfunktion im Vollblut 

 

In einem nächsten Schritt wurden die Ergebnisse der Bestimmung der TLR-mRNA im 

Versuchsaufbau mit Vollblut überprüft. Dazu wurde Vollblut gesunder Spender mit den 

selektiven TLR-Liganden 3M-001 (TLR7) und 3M-002 (TLR8) (Gorden et al., 2005), dem 

TLR7/8-Liganden R-848 und der isRNA 9.2s für 4h mit oder ohne Brefeldin A stimuliert 

(Abb. 15). Danach wurden die Zellen mit CD16-, CD11b- und CD62L-Antikörpern 

gefärbt analysiert (vgl. Kapitel 2.2.4). Brefeldin A verhindert bei adäquater Dosierung 

über mindestens 4h die Sekretion von Proteinen (Fujiwara et al., 1988). Durch die 

Zugabe von Brefeldin A wurde also eine indirekte Aktivierung der Neutrophilen durch 

ausgeschüttete Zytokine anderer Zelltypen verhindert. Ohne Brefeldin A führte die 

Inkubation mit allen Liganden zur vermehrten Expression von CD11b und zum Verlust 

von CD62L auf der Zelloberfläche (Abb. 15). Wurde dem Ansatz jedoch zu Beginn des 

Experiments Brefeldin A zugefügt, so zeigten nur Neutrophile, die mit 3M-002 oder R-

848 stimuliert wurden, die charakteristischen Marker-Veränderungen im Sinne einer 

Aktivierung. Die Aktivierung nach Stimulation mit 3M-001 und 9.2s-RNA ist somit 

Zytokin-abhängig, während der mittels PCR auf mRNA-Ebene nachgewiesene TLR8 

funktional zu sein scheint. 

In einem weiteren Experiment wurde die tatsächliche Unterdrückung der 

Zytokin-Sekretion durch Brefeldin A bei erhaltener Fähigkeit zur Regulation der 

Expression von Oberflächenmolekülen bestätigt: Nach 4-stündiger Inkubation von 

Vollblut mit oder ohne R-848 und mit oder ohne Brefeldin A wurden die Zellen mit 

CD16-, CD11b-, CD62L- und IL-8-Antikörpern gefärbt (Daten nicht dargestellt). 

Während die Regulation der Oberflächenmarker nicht beeinflusst wurde, konnte nur 

nach Brefeldin A – Gabe intrazelluläres, also nicht-sezerniertes IL-8 nachgewiesen 

werden. 
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Abb. 15: Selektive, direkte Aktivierung humaner Neutrophiler durch TLR8. Humanes Vollblut wurde für 4h mit Poly(A)- 

oder 9.2s-RNA (jeweils 0,5µg/ml; PArg-komplexiert), den selektiven TLR7- bzw. TLR8-Liganden 3M-001 oder 3M-002, dem 

kombinierten TLR8-Liganden R-848 (jeweils 10µM) oder LPS (10ng/ml) mit oder ohne Brefeldin A (4µg/ml) stimuliert (PBS 

als Negativkontrolle). Anschließend Färbung mit CD16-, CD11b- und CD62L-Antikörpern und Analyse der CD11b- (untere 

Abbildung) und der CD62L-Expression (obere Abbildung) auf CD16+/SSChigh-Zellen (s. Kapitel 2.2.4). Darstellung der CD11b-

/CD62L-Expression als Abweichung von PBS in %. Mean±SEM aus drei unabhängigen Experimenten. *p<0,03 (einseitiger t-

Test) gegen Probe „ohne Brefeldin A“. 
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3.3.3 TLR8-Liganden induzieren die Produktion von Zytokinen 

durch Neutrophile 

 

Um die Beeinflussung von Effektorfunktionen neutrophiler Granulozyten durch TLR7/8-

Liganden zu untersuchen, wurden diese mittels MACS isoliert (s. Kapitel 2.1.4). 

Zunächst wurde die Sekretion von IL-8 nach Stimulation (für 20h) mit der isRNA 9.2s, 

den selektiven Liganden 3M-001 und 3M-002, dem kombinierten TLR7/8-Liganden R-

848 und LPS per ELISA (s. Kapitel 2.3.1) untersucht. Abb. 16a) zeigt, dass lediglich 3M-

002, R-848 und LPS eine signifikante IL-8-Produktion induzierten. Die zu beobachtende 

diskrete IL-8-Sekretion nach Stimulation mit 9.2s-RNA erreichte nicht das Signifikanz-

Niveau von p<0,05. 

In weiteren Versuchen wurde die Sekretion weiterer pro-inflammatorischer 

Zytokine nach Stimulation mit TLR7/8-Liganden untersucht. Dazu wurden die Zellen 

mittels MACS aufgereinigt (s. Kapitel 2.1.4) und wie für die Bestimmung der IL-8-

Sekretion stimuliert. Nach 20h wurden die Konzentrationen verschiedener Zytokine im 

Überstand per CBA bestimmt (s. Kapitel 2.3.2). Abb. 16b) zeigt, dass lediglich die 

Stimulationen mit 3M-002 und R-848, nicht aber mit 3M-001 oder der isRNA 9.2s zu 

einer signifikanten Sekretion von MIP-1α führten. Der Überstand der 3M-002-

stimulierten Zellen enthielt außerdem IL-1β (233±59,3pg/ml; Mean±SEM aus drei 

unabhängigen Experimenten), jedoch nur geringste bzw. mit diesem Verfahren nicht 

detektierbare Konzentrationen der Zytokine IL-6, IL-12p70 und TNFα. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass nur die TLR8-Stimulation, nicht aber die TLR7-

Stimulation zur Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine durch Neutrophile führt. Des 

Weiteren führt die Stimulation mit der isRNA 9.2s in Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen aus Kapitel 3.3.2 ebenfalls nicht zu einer signifikanten Aktivierung 

aufgereinigter Neutrophiler im Sinne einer Zytokin-Sekretion. Die Expression von TLR8-

mRNA (s. Kapitel 3.3.1) führt also zur Expression eines funktionalen Rezeptors, TLR7 

kann auch auf funktionaler Ebene nicht nachgewiesen werden. 
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Abb. 16: Selektive Induktion der Zytokin-Produktion in Neutrophilen durch TLR8. MACS-aufgereinigte Neutrophile (s. 

Kapitel 2.1.4) wurden für 20h mit den angegebenen Liganden (Poly(A)- und 9.2s-RNA jeweils 5µg/ml an PArg-komplexiert; 

3M-001, 3M-002 und R-848 jeweils 10µM; LPS 10ng/ml) inkubiert. A) Anschließend Bestimmung der IL-8-Konzentration im 

Überstand per ELISA. B) Analyse der Zytokine im Überstand per CBA - Darstellung des Ergebnisses für MIP-1α. Mean±SEM 

aus drei unabhängigen Experimenten. *p<0,05 gegen unbehandelte bzw. PBS-behandelte Probe. 
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3.3.4 Induktion spezifischer Granulozyten-Funktionen durch 

TLR8-Liganden 

 

Neutrophile bilden nach ihrer Aktivierung reaktive Sauerstoff-Metabolite oder Radikale 

(ROS), ein Vorgang, der auch als „Respiratory burst“ bezeichnet wird. Diese ROS 

werden zum Teil in die Umgebung ausgeschüttet. In den folgenden Experimenten 

wurde untersucht, inwiefern diese Zellfunktionen über ssRNA-erkennende TLR 

beeinflusst werden können. 

Zur Bestimmung der ROS-Produktion wurden MACS-aufgereinigte Neutrophile für 

30min. mit H2DCF-DA inkubiert und anschließend für 4h mit Poly(A)- oder 9.2s-RNA, 

den selektiven synthetischen TLR-Liganden oder fMLP stimuliert. Anschließend wurde 

die Menge oxidierten H2DCF-DA durchflusszytometrisch bestimmt und verglichen (s. 

Kapitel 2.5). Neben der Positivkontrolle fMLP führte lediglich der TLR8-Ligand 3M-002 

zu einem signifikanten „Respiratory burst“ (Abb. 17a). Sowohl die isRNA 9.2s, als auch 

der TLR7-Ligand 3M-001 konnten keinerlei Produktion reaktiver Sauerstoff-Metabolite 

induzieren (p<0,05). 

Die Degranulation der Neutrophilen wurde anhand der Aktivität zweier Enzyme 

im Überstand bestimmt, die in den Granula enthalten sind. Dazu wurden wie in Kapitel 

2.1.4 beschrieben, Neutrophile mittels MACS aufgereinigt und mit den auch in Abb. 

17a) verwendeten Stimuli für 2h inkubiert. Anschließend wurde für weitere 2h fMLP 

zugegeben. Abb. 17b) und c) zeigen, dass die durch fMLP ausgelöste Degranulation 

durch die vorherige Behandlung mit dem selektiven TLR8-Liganden 3M-002 gegenüber 

der PBS-vorbehandelten Probe signifikant gesteigert werden konnte, während eine 

TLR7-Stimulation oder eine Inkubation mit 9.2s-RNA keinen signifikanten Effekt hatten 

(p<0,05). 

Die erläuterten Versuche zeigen, dass die Effektorfunktionen neutrophiler 

Granulozyten durch die Behandlung mit TLR8-Liganden deutlich gesteigert werden 

können. Es liegt somit ein weiterer Beweis für die Funktionalität des auf mRNA-Ebene 

nachgewiesenen TLR8 vor. 
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Abb. 17: Degranulation und ROS-Produktion von Neutrophilen. MACS-aufgereinigte Neutrophile (s. Kapitel 2.1.4) wurden 

mit 9.2s-RNA (7µg/ml; Parg-komplexiert), 3M-001 und -002 (jeweils 10µM), fMLP (1,34µM) und PBS (Negativkontrolle) 

stimuliert. A) Die Zellen wurden 30min. vor Stimulation mit H2DCF-DA behandelt und nach 4h Stimulation 

durchflusszytometrisch analysiert (s. Kapitel 2.5). Die Abbildung zeigt den „Respiratory burst“ im Verhältnis zur PBS-Kontrolle 

(=1). Mean±SEM aus vier unabhängigen Experimenten. *p<0,05. B, C) Nach 2h Stimulation Zugabe von fMLP für weitere 2h. 

Anschließend Analyse der Überstände auf die Aktivität der Enzyme GUSB und MPO. Die Abbildungen zeigen die jeweilige 

Enzymaktivität im Verhältnis zur fMLP-behandelten PBS-Kontrolle. Mean±SEM aus drei unabhängigen Experimenten. *p<0,05. 
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3.4 Neutrophile Granulozyten und isRNA 

 

Wie in den vorausgehenden Kapiteln dargestellt, konnten Neutrophile durch die isRNA 

9.2s nicht direkt aktiviert werden. Inkubation mit 0,5µg/ml bis 5µg/ml dieser RNA 

konnten weder eine Änderung der Expression der Oberflächenmarker, noch eine 

Zytokinsekretion, noch eine Produktion von ROS oder eine Degranulation direkt 

induzieren. Im Folgenden wird dargestellt, welche Ursache dieses Phänomen haben 

könnte. 

Zunächst wurde überprüft, ob durch die Verwendung eines Transfektionsreagens 

die Effektivität einer Stimulation mit RNA erhöht werden kann. Dazu wurde humanes 

Vollblut mit 9.2s-RNA und Fugene sowie mit oder ohne Brefeldin A für 4h inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit CD16- und CD11b-Antikörpern gefärbt und 

durchflusszytometrisch analysiert (s. Kapitel 2.2.4). Es zeigte sich, dass auch durch die 

Verwendung von Fugene keine direkte Stimulation mit 9.2s-RNA erreicht werden 

konnte (Abb. 18a). Auch hier blieb eine Änderung der Marker-Expression im Sinne 

einer Aktivierung bei gleichzeitiger Brefeldin-Gabe aus, das Transfektionsreagenz 

unterschied sich von PArg lediglich dadurch, dass die vermehrte Expression von CD11b 

ohne Brefeldin zwar signifikant, jedoch geringer war. Es handelt sich hierbei um ein 

nur einmalig durchgeführtes Experiment. 

Um zu überprüfen, ob eine Zytokin-Sekretion durch Neutrophile mit höheren als 

den bisher verwendeten RNA-Dosierungen erreicht werden kann, wurden MACS-

aufgereinigte Neutrophile (s. Kapitel 2.1.4) für 20h mit diesmal bis zu 7µg/ml PArg-

komplexierter 9.2s-RNA stimuliert. Anschließend wurde die Konzentration von IL-8 im 

Überstand per ELISA bestimmt. Jedoch war auch mit dieser RNA-Konzentration keine 

signifikante IL-8-Sekretion zu detektieren (2814±1161pg/ml (9.2s-RNA) vs. 

2553±854pg/ml, ohne Abbildung). 

Nach Heil et al. hängt die Erkennung von ssRNA durch den humanen TLR8 vom 

Uridin-Gehalt der RNA ab (Heil et al., 2004). 9.2s-RNA, ein 19mer, enthält sechs 

Uridin-Nukleotide. Um zu überprüfen, ob ein höherer Uridin-Anteil des ORN zu einer 

TLR8-Stimulation in Neutrophilen führt, wurden MACS-aufgereinigte Neutrophile (s. 

Kapitel 2.1.4) mit einem nur aus Uridinen bestehenden 21mer (Poly(U)) für 20h 
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stimuliert. Anschließend wurde wieder die Konzentration von IL-8 im Überstand per 

ELISA bestimmt. Wie aus Abb. 18b) ersichtlich, induzierte auch Poly(U) keine 

signifikante Zytokin-Sekretion. 

Da der Wechsel auf eine Uridin-haltige RNA alleine nicht zu einer Erkennung 

durch TLR8 führte, wurde die RNA weiter an die von Heil et al. verwendete RNA 

angepasst (Heil et al., 2004). Dazu wurde das Phosphodiester-Gerüst (PD) gegen ein 

Phosphothioat-Gerüst (PTO) ausgetauscht. Die so modifizierte RNA wurde mit der PD-

RNA hinsichtlich ihrer stimulatorischen Eigenschaften verglichen. Es zeigte sich, dass 

sie zu signifikant mehr IL-8-Sekretion in MACS-aufgereinigten Neutrophilen führte, als 

die Poly(A)-Kontrolle oder ihr Pendant mit PD-Gerüst (Abb. 19). Die Abhängigkeit von 

einem endosomalen TLR konnte durch die Verhinderung des Effektes durch Chloroquin 

gezeigt werden. Hier wurde DOTAP als Transfektionsmedium verwendet. 

Diverse Autoren beschreiben, dass eine Stimulation humaner Neutrophiler mit 

verschiedenen RNA-Sequenzen unter Verwendung verschiedener Komplexierungs- oder 

Transfektionsmethoden möglich sein soll. Diese Arbeiten verwendeten in der Regel 

allerdings keine hochreinen, MACS-aufgereinigten Populationen, sondern lediglich 

Zellen, die per Dichtegradientenzentrifugation und Dextransedimentation aufgereinigt 

wurden. Aus diesem Grund wurde der Einfluss kontaminierender Zellen auf die 

Zytokin-Sekretion nach Stimulation mit isRNA untersucht. Dazu wurde eine 

Dichtegradientenzentrifugation und Dextransedimentation mit humanem Blut 

durchgeführt. Die so präparierten Zellen wurden direkt stimuliert oder per MACS 

weiter fraktioniert: Per positiver Selektion wurden CD16+-Zellen angereichert bzw. 

depletiert. Alle Populationen - die angereicherte, die depletierte und die nicht weiter 

aufgetrennte Fraktion - wurden für 20h mit 9.2s-RNA und 3M-002 stimuliert. 

Anschließend wurde die Konzentration von IL-8 im Überstand bestimmt. Wie aus Abb. 

18c) ersichtlich ist, induziert 9.2s-RNA eine signifikante Zytokin-Sekretion in der 

CD16+/CD16--Mischpopulation. Es zeigt sich weiter, dass innerhalb dieser 

Mischpopulation das Zytokin durch die CD16--Zellen sezerniert wird, während CD16+-

Zellen nach Stimulation mit 9.2s-RNA kein IL-8 ausschütten. Alle Fraktionen 

sezernieren IL-8 nach Stimulation mit 3M-002. Auffällig ist auch, dass die 

unstimulierten Zellen der MACS-behandelten Zellen eine höhere Zytokin-Sekretion 

aufweisen. Trotzdem scheint die von anderen Autoren beschriebene Aktivierung nach  
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Abb. 18: Neutrophile und isRNA. A) Vollblut wurde mit 9.2s- und Poly(A)-RNA (jeweils 2µg/ml) unter Verwendung 

unterschiedlicher Formulierungen für 4h mit oder ohne Brefeldin A (4µg/ml) stimuliert. Anschließend Färbung mit CD16- 

und CD11b-Antikörpern und durchflusszytometrische Analyse (s. Kapitel 2.2.4). Daten eines Experiments, Mean±SEM, 

*p<0,03 (einseitiger t-Test gegen PBS-Kontrolle). B) MACS-aufgereinigte Neutrophile (s. Kapitel 2.1.4) wurden mit 9.2s- und 

Poly(U)-RNA (0,05-5µg/ml; Parg-komplexiert), sowie 3M-002 (10µM) für 20h stimuliert. Anschließend Bestimmung der IL-8-

Konzentration im Überstand (ELISA). Mean±SEM aus drei unabhängigen Experimenten, *p<0,05. C) Vollblut wurde per 

Dichtegradientenzentrifugation und Dichtegradient aufgereinigt. Die Zellen wurden weiter per CD16-Selektion bzw. –

Depletion aufgetrennt oder ohne weitere Fraktionierung stimuliert: 9.2s-RNA (5µg/ml; PArg-komplexiert), R-848 (10µM). 

Nach 20h IL-8-ELISA des Überstandes. Eines von zwei unabhängigen Experimenten. MEan±SEM, *p<0,05. 
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RNA-Stimulation durch eine Kontamination der verwendeten Zellpräparationen mit 

anderen Zellen als Neutrophilen, z. B. durch Eosinophile, verursacht zu sein. 

Zusammenfassend zeigen die erläuterten Versuche, dass die Aktivierung 

hochreiner Neutrophiler durch isRNA weder durch die Verwendung anderer 

Transfektionsreagenzien, noch durch eine höhere Dosierung der RNA, noch durch die 

Verwendung einer Uridin-reichen Sequenz verbessert werden kann. Lediglich die 

Verwendung eines PTO-Gerüstes führt zur TLR8-abhängigen Erkennung der RNA. 

Anderslautende Aussagen sind wahrscheinlich durch die Kontamination der 

verwendeten Zellpräparationen bedingt. 

 

 

 

Abb. 19: PTO- vs. PD-RNA. MACS-aufgereinigte 

Neutrophile (s. Kapitel 2.1.4) wurden mit Poly(A)- und 

Poly(U)-RNA (7µg/ml) unter Verwendung von DOTAP mit 

oder ohne Chloroquin (CQ) sowie mit 3M-002 (10µM) für 

20h stimuliert. Anschließend Bestimmung der IL-8-

Konzentration im Überstand (ELISA). Mean±SEM aus drei 

unabhängigen Experimenten, *p<0,05.  
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4. Diskussion 

 

4.1 Zusammenfassung der experimentellen Befunde 

 

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass neutrophile Granulozyten einen 

funktionellen TLR für ssRNA exprimieren, nämlich TLR8. Die Expression des Rezeptors 

konnte durch den Nachweis von mRNA gezeigt werden. Die durchgeführten PCR-

Untersuchungen zeigten auch, dass Neutrophile keinen weiteren RNA-erkennenden 

TLR exprimieren. 

Die Funktionalität des auf mRNA-Ebene nachgewiesenen Rezeptors konnte durch 

Stimulationsversuche mit selektiven TLR-Liganden nachgewiesen werden. Dabei zeigte 

sich, dass TLR8-Liganden verschiedene Fähigkeiten des Neutrophilen modulieren: 

Die Stimulation des TLR8 führt zur Aufregulation von CD11b, während CD62L 

von der Zelloberfläche entfernt wird.  

TLR8-stimulierte Neutrophile bilden verschiedene Zytokine. Sowohl die 

Regulation der Oberflächenmoleküle, als auch die Sekretion von IL-8 können indirekt 

induziert werden. So führt ein TLR7-Ligand durch Zytokin-Sekretion zur Aktivierung 

der Neutrophilen. 9.2s-RNA induziert die Produktion von IL-8, vermutlich durch 

weitere TLR7- und TLR8-exprimierende Zellen. 

Des Weiteren reicht die alleinige Stimulation mit einem TLR8-Liganden zur 

Induktion des Respiratory burst in Neutrophilen, während die Degranulation der Zellen 

durch Inkubation mit einem solchen Liganden zwar gesteigert werden kann, allerdings 

nicht durch TLR8-Liganden alleine ausgelöst werden kann. 

Im folgenden Kapitel werden diese Ergebnisse im Kontext der Literatur 

interpretiert und ihre Bedeutung für die Biologie der Neutrophilen genauer 

dargestellt. 
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4.2 Interpretation der Befunde 

 

4.2.1 CD11b- und CD62L-Expression 

 

Diese Experimente wurden im Vollblut durchgeführt, um die Zellen möglichst wenigen 

Arbeitsschritten unterziehen zu müssen. Sie zeigen zunächst, dass R-848 und auch 

9.2s-RNA zu Dosis-abhängigen, charakteristischen Veränderungen der Expression von 

CD11b und CD62L auf der Zelloberfläche führen (Abb. 10 bis 3.2.1-3). Interessant ist 

der Zeitpunkt der Veränderung: Im Falle von isRNA kann erst nach ca. 4h von 

signifikanten Veränderungen gesprochen werden. Eine Stimulation mit z. B. LPS führt 

bereits nach wenigen Minuten bis zu einer halben Stunde zu Zeichen der Aktivierung. 

Ein derart verzögerter Effekt kann bereits als Hiweis auf eine längere als die 

erwartete Signaltransduktion gewertet werden. Die stimulatorischen Dosierungen 

lagen im Bereich der auch bei DC verwendeten Dosis. 

Die initial beobachteten Veränderungen dieser Oberflächenmarker nach 

Stimulation mit isRNA und R-848 ließen sich bei Zugabe von Brefeldin A nur für R-848 

und den selektiven Liganden 3M-002 bestätigen. Obwohl Brefeldin A die Sekretion von 

neu gebildeten Zytokinen verhindert, unterbindet es nicht die Translokation von 

CD11b in die Zellmembran bzw. das „CD62L-Shedding“. CD11b ist bereits in 

präformierten sekretorischen Vesikeln enthalten, muss also nach Aktivierung der 

Zellen nicht erst neu synthetisiert werden (s. Kapitel 1.2.1.1). Damit kann die schnelle 

Aufregulation der CD11b-Expression nicht durch Brefeldin A beeinflusst werden. 

Gleiches gilt für die in Minuten stattfindende Expressionsänderung von CD62L. Die 

beteiligten Enzyme müssen nicht erst neu synthetisiert und sezerniert werden, um die 

extrazellulären Domänen des Moleküls abzutrennen. Vielmehr handelt es sich dabei 

um ein bereits membranständiges Protein, das nach Stimulation nicht erst 

transkriptional aufreguliert werden muss (Smalley und Ley, 2005). Aus diesen Gründen 

ist die Untersuchung der Expression von CD11b und CD62L unter Verwendung von 

Brefeldin A zulässig. Die Ergebnisse (Abb. 15) lassen den Rückschluss zu, dass bei 

Anwesenheit TLR7- bzw. isRNA-erkennender Zellen eine indirekte Aktivierung 

neutrophiler Granulozyten durch sezernierte Faktoren (Zytokine) erfolgt. 
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Die veränderte Expression der Oberflächenmarker ist für die Neutrophilen von 

funktioneller Bedeutung: In Kapitel 1.2 wird die Bedeutung von CD11b bzw. Mac-1 für 

die Interaktionen von Neutrophilen mit Endothel, Bindegewebe, Pathogenen und DC 

erläutert. 

Verschiedene Publikationen zeigen, dass die Invasion entzündeten Gewebes 

durch Neutrophile mit der CD11b/CD18-Expression korreliert. Insbesondere im Fall 

Rheumatoider Arthritis konnte eine erhöhte Expression von CD11b auf in der 

Zirkulation befindlichen Neutrophilen gezeigt werden (Torsteinsdottir et al., 1999). 

Insbesondere die Behandlung mit Steroiden, wie sie bei rheumatischen Erkrankungen 

im Schub üblich ist, kann eine erhöhte CD11b-Expression verhindern (Filep et al., 

1997), ebenso wie Tepoxalin eine Aufregulation der CD11b-Expression und die 

Migration der Neutrophilen ins Gewebe verhindert (Zhou et al., 1996). Im Falle eines 

„Acute Respiratory Distress Syndroms“ (ARDS) nach Frakturen konnte gezeigt werden, 

dass die beobachtete Invasion des Lungengewebes durch Neutrophile ebenfalls mit 

einer erhöhten CD11b-Expression der in Zirkulation befindlichen Zellen korreliert 

(Mastrangelo et al., 1998). Power et al. konnten zeigen, dass die erhöhte CD11b-

Expression Neutrophiler mit einer gesteigerten Transmigration über ein Endothel 

einhergeht (Power et al., 2001). Es darf also angenommen werden, dass eine 

Aktivierung von in der Zirkulation befindlichen Neutrophilen ebenfalls zu einer 

verstärkten Invasion der Gewebe durch diese Zellen führt. 

Die Phagozytose opsonisierter Bakterien hängt ebenfalls von der Expression von 

CD11b/CD18 ab (s. Kapitel 1.2.1.2). Für die Beseitigung einiger Bakterien ist diese 

Interaktion von Mac-1 mit Faktoren des Komplementsystems sogar essentiell (Nilsson 

et al., 2005). Die phagozytotische Kapazität neutrophiler Granulozyten wird also durch 

die erhöhte Mac-1-Expression wahrscheinlich erhöht. 

Gleiches dürfte auch für die Interaktion der Zellen mit Komponenten der 

extrazellulären Matrix gelten. Wie in Kapitel 1.2.1.6 erläutert, führt die Bindung der 

Zellen an Komponenten der extrazellulären Matrix zu einer gesteigerten ROS-

Produktion und Degranulation der Neutrophilen. Eine gesteigerte Expression des 

Rezeptors CD11b erhöht die Wahrscheinlichkeit solcher Zell-Matrix-Interaktionen. U. 

U. summieren sich die Effekte mehrerer Mac-1-Matrix-Bindungen auch. 
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Da auch die Interaktion der Neutrophilen mit DC von CD11b abhängt, ist es 

naheliegend, eine Beeinflussung dieser Interaktion durch eine veränderte CD11b-

Expression zu vermuten. Derartige Interaktionen werden durch eine gesteigerte Mac-1-

Expression wahrscheinlich ebenfalls erleichtert. 

Warum aktivierte Leukozyten L-Selektin verlieren, ist nur teilweise verstanden. 

Deswegen ist es auch schwierig, die Bedeutung einer solchen Reaktion z. B. auf eine 

systemische R-848-Applikation zu erfassen. Sie könnte jedoch z. B. in der 

Verhinderung der Transmigration von Leukozyten in nicht-inflammatorisches Gewebe 

dienen (Smalley und Ley, 2005). 

 

 

4.2.2 Zytokin-Produktion 

 

Die Zytokin-Sekretion Neutrophiler wurde sowohl im Vollblut, als auch bei 

aufgereinigten Neutrophilen untersucht. Während neutrophile Granulozyten im 

Vollblut sowohl nach isRNA-, als auch nach R-848-Stimulation IL-8 bilden, gilt dies nur 

für die synthetischen Liganden bei aufgereinigten Neutrophilen (Abb. 13 und Abb. 16). 

Zur Überprüfung der Zytokin-Produktion im Vollblut wurde lediglich ein einziges 

Mal Brefeldin A zugegeben, und zwar zu Beginn des Experiments. Da Brefeldin A aber 

nach ca. 4 Stunden seine Wirkung verliert, werden nach dieser Zeit gebildete Zytokine 

zum Teil auch wieder sezerniert. Der beobachtete späte Effekt der isRNA 9.2s, der zu 

einer Produktion des eigentlich akut sezernierten Zytokins IL-8 führte, ist in 

Übereinstimmung mit der Regulation von CD11b und CD62L also auf eine indirekte 

Aktivierung durch lösliche Faktoren zurückzuführen. Die verantwortlichen Zellen, die 

für eine derartige indirekte Aktivierung über Zytokine in Frage kommen, sind 

Monozyten (TLR8) und DC (TLR7 und -8). Eine derartige indirekte Aktivierung nach 

Stimulation mit RNA wurde bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe beschrieben. 

Jedoch wird in der vorliegenden Arbeit auch gezeigt, dass die direkte TLR8-

Stimulation zu einer Produktion von IL-1β, IL-8 und MIP-1α führt. Man kann sagen, dass 

die Zytokin-Produktion das urpsrüngliche Signal – das Fremdantigen bzw. PAMP – 
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amplifizert. Die Produktion verschiedener Zytokine hat aber auch spezielle Effekte, 

die für die hier nachgewiesenen Zytokine diskutiert werden. 

IL-1β ist ein hochwirksames, proinflammatorisches Zytokin. Auch aus diesem 

Grund sind die Genexpression, Synthese, Prozessierung, Sekretion, Rezeptorexpression 

etc. starken regulatorischen Einflüssen unterworfen. Ein Beispiel ist die Bildung von IL-

1β als inaktives Pro-Zytokin, das vor der Sekretion aktiviert werden muss (Burns et al., 

2003). Des Weiteren gibt es eine natürlich vorkommende IL-1-Variante, IL-1Ra, die 

eine antagonistische Funktion hat, sowie neben dem funktionellen Rezeptor IL-1RI 

einen weiteren, nicht-signalisierenden Rezeptor IL-1RII, der als löslicher Faktor 

vorhanden ist (Bowie und O'Neill, 2000; Dinarello, 1996). 

IL-1β beeinflusst die Genexpression fast jeden Gewebes (Dinarello, 1996): So 

werden z. B. vermehrt IL-2 und dessen Rezeptor sowie  IL-6 gebildet. Dasselbe gilt für 

die Bildung Akuter-Phase-Proteine wie „Serum amyloid A“ und „C-reactive protein“ 

(CRP). Proinflammatorische Gene wie NO-Synthase (NOS), Typ-II Cyclooxygenase 

(COX2) und Phospholipase A2 werden ebenfalls aufreguliert. Die synthetisierten 

Mediatoren verursachen Schmerz und Fieber (Leukotriene und Prostaglandine) sowie 

Hypotension (NO). IL-1β hat neben diesen systemischen, fast Hormon-ähnlichen 

Effekten auch lokale Wirkungen: So konnte gezeigt werden, dass die Invasion 

infizierten Gewebes durch Neutrophile stark von IL-1β abhängt (Miller et al., 2006). 

MIP-1α, ein CC-Chemokin (CC - zwei benachbarte Cysteine am Amino-Ende), 

rekrutiert zunächst NK-Zellen und „immature DC“ (iDC) zum Infektionsort (Luster, 

2002). Hierdurch findet eine Vernetzung der angeborenen mit der erworbenen 

Immunantwort statt. NK-Zellen sezernieren nach ihrer Aktivierung IFNγ, das wiederum 

„Interferon inducible protein – 10“ (IP-10) induziert und aktivierte T-Zellen zum Ort 

der Infektion rekrutiert. IDC werden am Ort der Infektion aktiviert – auch mit Hilfe der 

bereits vorhandenen Neutrophilen (s. Kapitel 1.2), migrieren in Lymphknoten und 

aktivieren wiederum T-Zellen. Die Rekrutierung weiterer Zelltypen durch MIP-1α – u. 

a. von Monozyten, Basophilen und die CCR1 und -5-Expression auf T- und B-Zellen – 

wurde ebenfalls beschrieben (Mukaida et al., 1998).  

Für IL-8, ein CXC-Chemokin (CXC – die Cysteine sind durch eine andere 

Aminosäure getrennt), konnte die direkte Rekrutierung von T-Zellen (Larsen et al., 

1989) bzw. von CD8+-Effektorzellen über CXCR1, den entsprechenden Rezeptor, bei 
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einer Infektion mit CMV beschrieben werden (Takata et al., 2004). Hauptsächlich 

scheint IL-8 allerdings der Rekrutierung weiterer Neutrophiler zu dienen, die durch 

dieses Chemokin auch CD11b aufregulieren, CD62L verlieren und ROS produzieren. In 

der vorliegenden Arbeit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Produktion von 

ROS und das Priming der Degranulation auf die IL-8-Produktion zurückzuführen sind. 

Weitere Funktionen von IL-8 in der Wundheilung durch die Aktivierung von z. B. 

Keratinozyten sind beschrieben (Mukaida et al., 1998). 

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Produktion von TNFα nachgewiesen 

werden. Jedoch war auch die in anderen Arbeiten gezeigte TNFα-Sekretion sehr 

niedrig. Dies wird von van Gisbergen et al. als einer der Gründe diskutiert, aus denen 

eine direkte Zell-Zell-Interaktion von Neutrophilen mit DC für deren Aktivierung nötig 

ist (van Gisbergen et al., 2005a). 

Es lässt sich zusammenfassen, dass Neutrophile nach TLR8-Stimulation Zytokine 

sezernieren, die zentrale Entzündungsreaktionen des Körpers initiieren und der 

Rekrutierung von Zellen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems dienen. 

Nach den gewebsständigen Zellen sind die Neutrophilen die ersten Zellen, die den Ort 

der Infektion erreichen. Deshalb kommt den von ihnen sezernierten Zytokinen eine 

besondere Bedeutung zu. Die hier nachgewiesenen Zytokine zeigen, dass Neutrophile 

im Falle einer viralen Infektion zur Etablierung einer antiviralen Umgebung durch die 

Rekrutierung von z. B. zytotoxischen T-Zellen beitragen können. 

 

 

4.2.3 ROS-Produktion und Priming der Degranulation 

 

Die vorliegende Arbeit konnte nachweisen, dass eine Stimulation mit TLR8-Liganden 

die direkte ROS-Produktion induzieren konnte. Es ist kein zweiter Stimulus, weder die 

Bindung von Mac-1 z. B. durch Komponenten der extrazellulären Matrix, noch ein 

weiterer Stimulus durch ein Pathogen nötig gewesen. Dies weicht von den Studien von 

Hayashi et al. ab, der lediglich ein Priming nach R-848-Applikation feststellen konnte 

(Hayashi et al., 2003), stimmt allerdings mit den Ergebnissen von Francois et al. und 

von Nagase et al. überein, die eine direkte Induktion des Respiratory burst nach R-848 
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zeigen konnten (Francois et al., 2005; Nagase et al., 2003). Es bleibt offen, ob ein 

zweites Signal, z. B. in Form einer Mac-1-Ligation, die Quantität der ROS-Produktion 

verändert hätte. Auf die Bedeutung des Respiratory burst wird in Kapitel 1.2.1.3 

detailliert eingegangen. 

Im Gegensatz zu der direkten Induktion des Respiratory burst konnte für die 

Degranulation lediglich ein Priming nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass ohne 

das Vorhandensein eines zweiten Signals, in diesem Falle der Erkennung von fMLP, 

einem bakteriellen Peptid, keine Degranulation nach TLR8-Stimulation erfolgte. Auch 

hier muss betont werden, dass es sich um Zellen in Suspension handelte und eine 

direkte Degranulation von im Gewebe befindlichen Neutrophilen, die über CD11b an 

extrazelluläre Matrix gebunden haben, nach TLR8-Stimulation möglich sein könnte. 

Auf die Bedeutung der Degranulation wird in Kapitel 1.2.1.4 detailliert eingegangen. 

 

 

4.2.4 Neutrophile und isRNA 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Effekt von PD-isRNA in einer 

Konzentration bis 7µg/ml auf Neutrophile in Suspension nachgewiesen werden. PD-

ssRNA induzierte weder die Produktion von Zytokinen, noch von ROS, noch eine 

Degranulation der Zellen. 

Im Vergleich zu anderen Arbeiten wurde nur mit CD16-exprimierenden 

Neutrophilen gearbeitet. Dies ist deshalb von Bedeutung, weil gezeigt werden konnte, 

dass aktivierte Neutrophile CD16 verlieren (Huizinga et al., 1988). Des Weiteren ist 

auch auf unausgereiften Neutrophilen, die nur im Verlauf einer Entzündungsreaktion 

im Blut zu finden sind, kein CD16 zu finden (Fujimoto et al., 2000). Die Aufreinigung 

über CD16 stellt also sicher, dass nur ausgereifte, nicht voraktivierte Neutrophile für 

die Versuche verwendet werden. Dies wurde in keiner anderen Studie zur Expression 

Nukleinsäure-erkennender TLR in Neutrophilen berücksichtigt. Darüber hinaus sind 

auch Eosinophile, die TLR7 exprimieren (Nagase et al., 2003), in per 

Dichtegradientenzentrifugation und Dextransedimentation aufgereinigten 

Zellpopulationen enthalten. Dasselbe gilt für Monozyten (Hornung et al., 2002). Abb. 
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18c) zeigt, dass die CD16--Fraktion der Gradienten-aufgereinigten Zellen sehr wohl IL-

8 nach Inkubation mit PD-isRNA produziert. Dies unterstützt die These, dass entweder 

nicht die Neutrophilen oder bereits voraktivierte Neutrophile für die durch andere 

Arbeitsgruppen beobachtete Reaktion dieser Zellen auf isRNA verantwortlich sind. 

Warum aber erkennen Neutrophile, die einen funktionalen TLR8 exprimieren 

keine ssRNA? Eine mangelnde Aufnahme der RNA wurde durch die Verwendung eines 

Transfektionsreagens ausgeschlossen. Genau wie durch eine höhere Dosis oder auch 

durch die Verwendung einer Poly(U)-RNA, konnte dadurch keine signifikante Erhöhung 

der Zytokinproduktion gegenüber den Kontrollen induziert werden. Die Verwendung 

einer nicht-stimulativen Sequenz oder einer zu geringen Dosis sind also ebenfalls 

unwahrscheinlich, wenn auch nicht restlos ausgeschlossen. Es verbleibt die 

Möglichkeit, dass die RNA abgebaut wird, bevor sie durch TLR8 erkannt werden kann. 

Dies könnte durch interagierende Proteine oder auch Radikale im Phagosom 

geschehen. Domachowske et al. konnten zeigen, das Eosinophile ein Protein mit 

RNase-Aktivität sezernieren, das extrazelluläre RSV-Virione (ssRNA-Virus) 

ribonukleolytisch zerstört (Domachowske et al., 1998). Dieses Protein, „Eosinophil-

derived neurotoxin“ (EDN, auch RNase 2), wurde auch auf der Oberfläche neutrophiler 

Granulozyten nachgewiesen (Debierre-Grockiego et al., 2003). EDN könnte also dazu 

beitragen, dass nicht weiter modifizierte ssRNA durch Neutrophile überhaupt nicht 

aufgenommen, sondern bereits extrazellulär zerstört wird. 

Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurde die Verwendung von PTO-RNA 

getestet. Heil et al. beschreiben PTO-RNA als „phosphothioate-protected“ (Heil et al., 

2004). Tatsächlich konnten PTO-ORN eine TLR8-abhängige Aktivierung humaner 

Neutrophiler induzieren. Eine Protektion der RNA wäre auch in Form von Antigen-

Antikörper-Komplexen denkbar, wie sie auch für die TLR7-Aktivierung im Falle des SLE 

beschrieben wurde (Vollmer et al., 2005). 

Auch hier muss berücksichtigt werden, dass die Zellen in Suspension untersucht 

wurden. Die Umgebung, in der ein Neutrophiler seine Effektorfunktionen 

normalerweise ausübt, liegt extravasal. Es ist also nicht auszuschließen, dass z. B. die 

Bindung von CD11b an Komponenten der extrazellulären Matrix die Effekte einer TLR8-

Stimulation quantitativ derart beeinflussen würde, dass sie auch für PD-RNA 

detektierbar wäre. 
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4.3 Ergebnisinterpretation im Literaturvergleich 

 

Wie bereits in Kapitel 1.2.2 beschrieben, wird in einigen Arbeiten die Expression 

ssRNA-erkennender TLR auf Neutrophilen untersucht. Einige der dort beschriebenen 

Befunde widersprechen den hier geschilderten Ergebnissen. 

In den vorgestellten Experimenten konnte kein TLR3 auf Neutrophilen 

nachgewiesen werden. Nagase et al., die diesen Rezeptor auch auf diesen Zellen 

nachweisen konnten, reinigten ihre Zellen lediglich per Gradienten auf. Hayashi et al. 

konnten ebenfalls keinen funktionellen TLR3 in Neutrophilen nachweisen (Hayashi et 

al., 2003; Nagase et al., 2003). 

Beide Gruppen sowie Francois et al. (Francois et al., 2005) kommen aber zu 

dem Schluss, dass Neutrophile TLR7 exprimieren. Die hier vorgestellten Daten 

schließen eine solche TLR7-Expression aus. Die durch die drei Gruppen nachgewiesene 

Rezeptor-mRNA bzw. das gefundene Protein ist wahrscheinlich ebenfalls auf eine 

unzureichende Aufreinigung der Zellen zurückzuführen. Darüber hinaus arbeiteten 

Hayashi et al. und Nagase et al. mit dem nicht-selektiven TLR7/8-Liganden R-848. 

Francois et al. und Hattermann et al. konnten zeigen, dass ein selektiver TLR7-Ligand 

weder die Produktion von Leukotrienen, noch von Superoxid induzieren kann. Auch die 

Aufregulation von CD11b sowie die Apoptose-Induktion konnten nicht beeinflusst 

werden (Francois et al., 2005; Hattermann et al., 2007). 

Mehrere Gruppen postulieren eine Expression von TLR8. Lediglich Hattermann 

et al. konnten aber zeigen, dass R-848 in Neutrophilen direkt über TLR8 und nicht über 

TLR7 zur Produktion von Arachidonsäure-Metaboliten führt (Hattermann et al., 2007). 

Francois et al. argumentieren ebenfalls über den Ausschluss einer TLR7-Stimulation, 

zeigen aber nicht, ob TLR8 überhaupt exprimiert wird. Darüber hinaus depletieren sie 

zwar kontaminierende Monozyten aus ihrer Präparation, allerdings nicht die noch 

enthaltenen Eosinophilen (Francois et al., 2005). Wichtige Funktionen der 

Neutrophilen bleiben in den weiteren Untersuchungen unberücksichtigt. Auch der 

natürliche Ligand des Rezeptors wurde bisher nicht untersucht. 

Lindemans et al. zeigten, dass ssRNA40 (Heil et al., 2004) die Apoptose 

neutrophiler Granulozyten verzögert (Lindemans et al., 2006). Diese Untersuchungen 
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haben drei Schwachpunkte: Weder wurde nachgewiesen, über welchen Rezeptor diese 

RNA erkannt werden soll, noch handelte es sich um reine Neutrophile. Schlussendlich 

hat die von Heil et al. beschriebene RNA40 ein Phosphorothioat-Backbone, was ihre 

immunologischen Eigenschaften gegenüber natürlicher RNA verändert. Scheel et al. 

zeigten ebenfalls eine Stimulation mit RNA: Sie bewirkte eine effizientere Phagozytose 

und induzierte die Produktion von IL-8. Allerdings wurde auch bei dieser Arbeit mit 

unzureichend aufgereinigten Zellen gearbeitet. Darüber hinaus wurde das Rezeptor-

Profil der Zellen nicht untersucht (Scheel et al., 2005). 

Die hier vorgestellten Daten zeigen zum ersten Mal, dass Neutrophile einen 

funktionalen TLR8 und nicht TLR7 exprimieren und welche der relevanten 

Zellfunktionen beeinflusst werden. Die Expression von CD11b wird aufreguliert, CD62L 

verschwindet von der Zelloberfläche. Die Produktion proinflammatorischer Zytokine 

und von Radikalen wird induziert. Des Weiteren wird die Degranulation der Zellen 

gesteigert. Hier ergänzt, korrigiert und präzisiert die vorliegende Arbeit bereits 

publizierte Ergebnisse anderer Autoren. 

Es handelt es sich außerdem um die erste Arbeit, in der die Interaktion des 

Rezeptors mit seinem natürlichen Liganden ssRNA auf Neutrophilen im Detail 

untersucht wurde. PD-ssRNA führt in Neutrophilen zu keinem TLR8-abhängigen Effekt. 

Die bisher beschriebenen Effekte scheinen vielmehr vom Grad der Kontamination der 

Zellen abhängig zu sein. Dies gilt für 9.2s-RNA wie für Poly(U) ohne Thioat-Backbone. 

In diesem Punkt widerspricht die vorliegende Arbeit bereits veröffentlichten 

Ergebnissen anderer Autoren. 

 

 

4.4 Physiologische Bedeutung und therapeutische 

Implikationen 

 

Zur physiologischen Bedeutung der Ergebnisse muss zunächst festgestellt werden, dass 

freie PD-ssRNA für eine Stimulation des TLR8 in Neutrophilen nicht ausreicht. Der 

neutrophile Granulozyt trifft allerdings auf ssRNA auch nicht in diesem Zustand. Sie ist 

entweder durch Hüllproteine geschützt (Virus) oder an nukleäre Proteine gebunden, 
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wie es bei der Apoptose körpereigener Zellen der Fall ist. Es ist also naheliegend, die 

Notwendigkeit bestimmter Modifikationen der ssRNA zu postulieren, damit sie auf 

Neutrophile stimulatorisch wirkt. 

Auf Grundlage dieser Überlegungen lässt sich dann folgende Bedeutung der 

erhobenen Befunde ableiten: Zunächst könnte RNA im Falle einer Infektion mit RNA-

Viren eine direkte Rolle bei der Erkennung der Pathogene spielen. So konnte für einige 

Viren gezeigt werden, dass ihre Beseitigung abhängig von Neutrophilen ist – ohne dass 

der Erkennungsmechanismus dargelegt wurde (Fairweather et al., 2005; Zhou et al., 

2003). SsRNA könnte aber auch eine allgemeinere Rolle als „Gefahrensignal“ haben 

(Matzinger, 2002). Trifft der Neutrophile auf z. B. apoptotische Körper, signalisiert 

dies Gefahr. In beiden Fällen wird die Immunzelle „entsichert“: Sie durchläuft einige 

Schritte wie z. B. die Aufregulation von Mac-1 (s. Kapitel 3.2.1), die ihr eine 

effektivere Beseitigung evtl. vorhandener Pathogene erlauben. So ist auch das Priming 

der Degranulation zu interpretieren (s. Kapitel 3.3.4): RNA alleine ist lediglich ein 

Gefahrensignal und aufgrund ungenügender Spezifität zunächst nicht geeignet, 

zwischen „fremd“ und „selbst“ zu unterscheiden. Deshalb wäre eine Degranulation 

nach RNA-Erkennung verfrüht. Zusätzlich rekrutiert der neutrophile Granulozyt durch 

die Sekretion bestimmter Zytokine (s. Kapitel 3.3.3) weitere Immunzellen, wie z. B. 

Monozyten, DC und NK-Zellen, aber auch T-Zellen, als Verstärkung zum Ort des 

Geschehens. Der TLR8 Neutrophiler könnte also sowohl bei der physiologischen Abwehr 

einer Infektion durch Viren, einer Infektion mit Zelluntergang, als auch bei 

Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielen. Eine derartige Beteiligung des TLR8 – 

allerdings in Monozyten - an der Pathogenese des SLE wurde durch Vollmer et al. 

nachgewiesen (Vollmer et al., 2005). Gerade hier liefert die vorliegende Arbeit aber 

auch den Hinweis, dass die Stimulation von TLR7 in anderen Zellen ausreichend sein 

könnte, um Neutrophile im Setting einer Autoimmunerkrankung zu aktivieren. 

Darüber hinaus trägt der Neutrophile wichtige Faktoren zur Regeneration des 

Gewebes bei. Diese setzen zeitlich nach seiner immunologischen Funktion ein. TLR8 

könnte also auch eine Rolle bei Abbau, Umgestaltung und Wachstum haben. Die zu 

überprüfende Hypothese wäre, dass der Neutrophile durch die Erkennung 

apoptotischer Körper über TLR8 auch zur Synthese dieser Wachstumsfaktoren angeregt 
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wird. Dies könnte auch nach Nekrosen, wie z. B. im ischämischen Myokard, von 

Bedeutung sein. 

Aus den vorgelegten Ergebnissen lassen sich auch eine Reihe therapeutischer 

Implikationen ableiten: 

Die vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass eine Stimulation des TLR8 – je 

nachdem, ob eine Inflammation gewünscht ist oder nicht - therapeutisch nutzbar ist. 

Im Falle der angesprochenen Autoimmunerkrankungen gibt es viele Ansätze, eine 

durch Neutrophile hervorgerufene Inflammation zu unterdrücken, sei es durch die 

Verhinderung der Rekrutierung oder durch die Blockade der produzierten Enzyme (s. 

Kapitel 1.2). Alle haben jedoch gemeinsam, dass sie auch die gewünschten 

Effektorfunktionen gegen Pathogene supprimieren (Nathan, 2006). Angenommen, dass 

Auto-RNA ein auch durch Neutrophile erkanntes Autoantigen ist, wie es für andere 

Zellen bei SLE bereits gezeigt werden konnte (Vollmer et al., 2005), so könnte es 

therapeutisch nützlich sein, TLR8 zu inhibieren. Dies würde es dem Neutrophilen 

weiterhin erlauben, Pathogene über seine restlichen Rezeptoren zu erkennen. 

Neutrophile exprimieren u. a. „TNF-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL), 

ein Zytokin, dass sowohl bei Autoimmunerkrankungen, als auch bei Antitumor-

Antworten eine Rolle spielt (Cassatella, 2006). Dies macht deutlich, dass eine 

gesteigerte Entzündungsreaktion bzw. Aktivierung Neutrophiler je nach Ausgangslage 

auch gewünscht sein kann. Dies könnte u. a. zur Beseitigung vorhandener Infektionen 

beitragen. Insbesondere im Falle eines soliden Tumors könnte eine lokale Injektion mit 

TLR8-Liganden nutzbringend sein. Die den Tumor infiltrierenden Neutrophilen tragen 

durch die Freisetzung von ROS (s. Kapitel 3.3.4) (und eine evtl. Degranulation 

gewebsständiger Neutrophiler nach TLR8-Stimulation) direkt zum Gewebsuntergang 

bei. Daneben induzieren sie die adaptive Immunantwort gegen den Tumor, indem sie 

entsprechende Zellen rekrutieren und aktivieren, aber auch indem sie durch die 

Gewebsdestruktion potentielle Tumorantigene freisetzen könnten. Die eindrucksvolle 

Wirkung infiltrierender Neutrophiler auf Tumorgewebe wurde bereits gezeigt 

(Colombo et al., 1992; Lee et al., 2000; Stoppacciaro et al., 1993). 

Ein derartiger Therapieansatz könnte auch mittels eines TLR7-Agonisten 

durchgeführt werden. Wie in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden konnte, 
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werden Neutrophile durch die Zytokinsekretion TLR7-exprimierender Zellen nach Gabe 

eines entsprechenden Liganden ebenfalls indirekt aktiviert (s. Kapitel 3.2.1). 

Bei der Applikation entsprechender Liganden ist zwischen der systemischen und 

der lokalen Applikation zu unterscheiden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchungen 

könnte eine systemische Gabe durch die generalisierte Aktivierung zirkulierender 

Neutrophiler unerwünschte Effekte haben, wie sie z. B. für einen septischen Schock 

nach LPS-Gabe bzw. Infektion mit Gram-negativen Bakterien beschrieben sind. 

Entsprechende Ergebnisse liegen meines Wissens noch nicht vor. 

Eine derartige unerwünschte Reaktion ist auch dann zu erwarten, wenn siRNA 

zur Verbesserung des Transfektionsergebnisses stabilisiert wird. Eine TLR8-abhängige 

Erkennung durch Neutrophile wäre möglich. Dies könnte einerseits zu unerwünschten 

Nebenwirkungen einer siRNA-Applikation führen, andererseits zu einigen der bereits 

beschriebenen Therapieerfolge mit siRNA im Tiermodell beigetragen haben. 
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5. Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob und wie humane Neutrophile 

extrazelluläre RNA erkennen. 

Die Zellen exprimieren TLR8 als einzigen RNA-erkennenden TLR. Eine 

Stimulation dieses Rezeptors resultierte in der Aufregulation von CD11b und dem 

Verlust von CD62L auf der Zelloberfläche. Beide Moleküle vermitteln die Adhäsion des 

Neutrophilen an das Endothel und die anschließende Diapedese. CD11b hat weitere 

Funktionen als Komplementrezeptor, als Signalmolekül, das durch die Adhäsion an 

Matrixkomponenten Effektorfunktionen der Zellen begünstigt, und als Mittler der 

Neutrophilen-DC-Interaktion. 

Die Stimulation mit TLR8-Liganden führte zur Sekretion proinflammatorischer 

Zytokine. So konnten IL-1β, IL-8 und MIP-1α nachgewiesen werden. Diese Zytokine 

bzw. Chemokine dienen sowohl der Rekrutierung weiterer Zellen des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems, als auch als auch als Mediatoren systemischer Effekte wie 

Fieber und der Induktion „Akuter-Phase-Proteine“. 

Schlussendlich wurde durch die Stimulation von TLR8 die Produktion von ROS 

induziert. Eine Degranulation der Zellen durch nachfolgende fMLP-Stimulation wurde 

begünstigt. 

Die genannten Effekte waren nur mit synthetischen TLR-Liganden zu induzieren. 

PD-ssRNA reichte zu einer entsprechenden Stimulation nicht aus. Dies war unabhängig 

von der verwendeten RNA-Sequenz und vom verwendeten Transfektionsmedium. 

Allerdings konnte gezeigt werden, dass sowohl PD-ssRNA, als auch synthetische TLR7-

Liganden Neutrophile indirekt stimulieren: Diese indirekte Aktivierung ist abhängig von 

sezernierten Faktoren anderer Immunzellen. Widersprechende Aussagen anderer 

Arbeitsgruppen sind wahrscheinlich auf eine unzureichende Aufreinigung der Zellen 

bzw. die Verwendung bereits aktivierter Zellen zurückzuführen. Lediglich die 

Verwendung von PTO-ssRNA führte zur TLR8-abhängigen Aktivierung. 

Die vorgestellten Ergebnisse unterstützen die Überlegungen, TLR7/8-Liganden 

therapeutisch zu nutzen, weisen aber auch auf zu befürchtende Nebenwirkungen 

therapeutischer ORN oder von siRNA hin. 
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Anhang 

 

Originalarbeit 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden teilweise unter dem Titel „Selective and direct 

activation of human neutrophils but not eosinophils by Toll-like receptor 8“ im Journal 

of Allergy and Clinical Immunology (Impact factor (2008) 9,773) veröffentlicht 

(Erstautoren Markus Janke und Jens Poth; Co-Autoren Vera Wimmenauer, Thomas 

Giese, Christoph Coch, Winfried Barchet, Martin Schlee; Letztautor Gunther 

Hartmann). 
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