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Zusammenfassung 
 

Lupus erythematodes (LE) ist eine der meist verbreiteten dermatologischen 

Autoimmunerkrankungen weltweit. Ihr Verlauf ist meist chronisch schubhaft. Neben 

Entzündungsreaktionen in den inneren Organen im Falle einer systemischen 

Manifestation, werden vor allem die für alle LE-Subtypen charakteristischen Hautläsionen, 

darunter auch das Schmetterlingserythem, bei vielen Patienten durch Sonnenlicht- bzw. 

UV-Exposition provoziert (Photosensitivität). Die genauen Gründe, warum UV-Strahlung 

zur Induktion von Lupus-Schüben führt, sind unklar. In der vorliegenden Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass Nukleinsäuren aus UV-exponierten Zellen das angeborene 

Immunsystem aktivieren können, indem sie die Erkennung über zytosolische Rezeptoren 

stimulieren und im Gegensatz zu UV-bestrahlten Zellen, die ein anti-inflammatorisches 

Zytokinmilieu schaffen, die Produktion und Sekretion von Typ I-Interferon und anderen 

pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-12p40 und IP-10 in Immunzellen induzieren. 

Dieses Phänomen konnte sowohl in humanen Monozyten als auch in murinen myeloiden 

dendritischen Zellen, Makrophagen und Keratinozyten in vitro beobachtet werden. In vivo-

Studien untermauerten die biologische Relevanz. Obgleich eine Translokation von 

genomischer DNA ins Zytosol generell zu einer Aktivierung der Zelle führte, so war die 

durch genomische DNA UV-exponierter Zellen ausgelöste Immunantwort um ein 

Vielfaches stärker. Die Wellenlänge der UV-Strahlung schien dabei weitgehend 

unerheblich zu sein. Auch eine direkte Bestrahlung von genomischer DNA sowie anderen 

DNA- und RNA-Liganden der zytosolischen Nukleinsäurerezeptoren mit UV-Licht bewirkte 

eine Verstärkung ihres immunstimulatorischen Potenzials. Als Ursache dafür konnten 

durch reaktive Sauerstoffspezies induzierte Modifikationen wie die oxidative 

Basenmutation 8-Oxoguanin identifiziert werden, die in der genomischen DNA UV-

bestrahlter Zellen nachgewiesen werden konnte. Darüber hinaus war der gezielte Einbau 

von 8-Oxoguanin hinreichend, um die immunstimulatorischen Fähigkeiten von DNA und 

RNA zu verstärken. Für die Immunerkennung UV-modifizierter Nukleinsäuren waren die 

jeweils spezifischen zytosolischen Nukleinsäurerezeptoren notwendig. Die beobachtete 

Signalverstärkung wird dabei über einen zweiten synergistisch wirkenden Signalweg 

erreicht, bei dem die Stress-aktivierten Kinasen p38 und JNK eine Rolle spielen.
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1  Einleitung 
 

1.1 Das Immunsystem 

 

Der menschliche Körper hat sich ständig mit einer Vielzahl von Fremdorganismen 

auseinander zu setzen und sich den Angriffen von Krankheitserregern wie Bakterien, 

Viren, Pilzen und Parasiten zu erwehren. Diese Aufgabe übernimmt das Immunsystem 

(vom Lateinischen „immunis“, im übertragenen Sinne unberührt, frei, rein). Das 

Immunsystem ist ein in seinem Ganzen über Jahrmillionen entstandenes biologisches 

Abwehrsystem zum Schutz des Menschen vor pathogenen Eindringlingen und 

Fremdsubstanzen von Außen wie auch vor infizierten bzw. entarteten körpereigenen 

Zellen. Diese gilt es zu beseitigen. Grundlage für die Abwehrprozesse ist die Fähigkeit 

des Immunsystems zwischen „Selbst“ und „Nicht-Selbst“ zu unterscheiden.  

Das menschliche Immunsystem besteht aus den phylogenetisch weitaus älteren 

angeborenen bzw. unspezifischen Abwehrmechanismen („innate immunity“) und aus der 

adaptiven, spezifischen Abwehr („adaptive immunity“), die sich im Verlauf der Evolution 

bei Vertebraten zusätzlich entwickelt hat. Ihr Zusammenspiel ist die Voraussetzung für 

eine effektive Abwehr und Beseitigung von Pathogenen im menschlichen Körper.  

Während die Erkennung von körperfremden Strukturen als „Nicht-Selbst“ durch das 

angeborene Immunsystem auf unveränderlichen, keimbahnkodierten Rezeptoren beruht, 

die allgemein vorkommende Merkmale von Krankheitserregern erkennen (Gordon, 2002; 

Janeway and Medzhitov, 2002), führen beim erworbenen Immunsystem somatische 

Rekombinationen der T- und B-Zell-Rezeptorgene zu einer hohen Diversität von 

antigenspezifischen Effektorzellen (Brack et al., 1978; Schatz et al., 1992). Nach 

Erkennung und Bindung des Antigens expandieren sie spezifisch und vermitteln eine 

spezifische Immunantwort zur Beseitigung des Krankheitserregers. Gleichzeitig erzeugt 

die adaptive Immunantwort durch klonale Selektion eine erhöhte Zahl ausdifferenzierter 

Gedächtniszellen, welche einen stärkeren Schutz gegen eine erneute Infektion bieten. Da 

zur Generierung einer Immunantwort des erworbenen Immunsystems einige Tage 

benötigt werden, ist das angeborene Immunsystem in der frühen Phase der 

Pathogenabwehr von zentraler Bedeutung. Dendritische Zellen (DCs), 

Monozyten/Makrophagen, Mastzellen, neutrophile Granulozyten und Natürliche 

Killerzellen (NK-Zellen) fungieren in dieser Phase als Abwehrzellen, die durch lösliche 

Eiweiße des Komplementsystems unterstützt werden.  
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Neben den keimbahnkodierten Rezeptoren dienen ihnen auch Moleküle, die nur von 

körpereigenen Zellen exprimiert werden, zur Unterscheidung von „Selbst“ und „Nicht-

Selbst“. Hierzu zählen z.B. die Haupthistokompatibilitätskomplex („major histocompatibility 

complex“, MHC) Klasse I Moleküle, die auf nahezu allen gesunden Körperzellen 

vorkommen. Wird eine Zelle durch Viren infiziert oder wandelt sich in eine Tumorzelle um, 

so geht unter Umständen der MHC I-Komplex auf ihrer Zelloberfläche verloren. Das fein 

ausbalancierte Gleichgewicht von inhibierenden und aktivierenden Rezeptorsignalen wird 

dadurch zugunsten der Aktivierung von NK-Zellen verschoben. Infolgedessen fällt die 

erkrankte Zelle einer durch die NK-Zellen ausgelösten Immunreaktion anheim und wird 

abgetötet („Missing-self“-Hypothese) (Lanier, 1998; Long, 1999). Auch die Moleküle 

CD46, CD55 und CD59 des Komplementsystems werden nur auf körpereigenen Zellen 

exprimiert und schützen sie so vor Angriffen des Komplementsystems (Austen and 

Fearon, 1979).  

Ca. 90 % aller Infektionen können durch die angeborene Immunabwehr erkannt und 

erfolgreich bekämpft werden, andernfalls werden sie von dem angeborenen 

Immunsystem bis zum Aufbau der adaptiven Immunantwort in Schach gehalten.  

Zelluläres Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem sind die 

Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) des angeborenen Immunsystems, in erster Linie 

DCs und Monozyten/Makrophagen. Sie können von Pathogenen stammende Antigene 

aus ihrer Umgebung aufnehmen, prozessieren und als Peptide in Assoziation mit MHC II 

und ko-stimulatorischen Molekülen den Effektorzellen des erworbenen Immunsystems 

präsentieren. Erst durch die Hochregulation der ko-stimulatorischen Moleküle CD80, 

CD86 und MHC II wird die schnelle klonale Expansion der antigenspezifischen T- und B-

Effektorzellen im Rahmen der erworbenen Immunabwehr ermöglicht (Iwasaki and 

Medzhitov, 2004; Reis e Sousa, 2004). APCs sind jedoch nicht antigenspezifisch, das 

heißt, sie prozessieren und präsentieren Antigene unabhängig davon, ob es „Selbst“- 

oder „Nicht-Selbst“-Antigene sind. Um dennoch eine antigenspezifische Stimulation des 

erworbenen Immunsystems zu gewährleisten, werden ko-stimulatorische Moleküle auf 

den APCs nur nach vorheriger Stimulation der „pattern recognition receptors“ (PRRs) 

durch die entsprechenden „pattern associated molecular patterns“ (PAMPs) 

heraufreguliert (Kapsenberg, 2003; Medzhitov and Janeway, 2002). 
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1.2 Die Pattern Recognition Receptors (PRRs) 

 

Die Zellen des angeborenen Immunsystems müssen mit Hilfe einer relativ geringen 

Anzahl von keimbahnkodierten Rezeptoren die gesamte Vielfalt von Pathogenen gezielt 

erkennen, um spezifische Abwehrmechanismen zu aktivieren (Akira et al., 2006). Dies 

geschieht über die so genannten „pattern recognition receptors“ (PRRs), die bei 

Immunzellen weit verbreitet sind und Pathogen-assoziierte molekulare Muster („pathogen 

associated molecular patterns“, PAMPs) erkennen. 

Als Liganden dieser PRRs eignen sich folglich nur Strukturen, die hoch konserviert sind, 

das heißt, der Ligand sollte ein konstitutiv und invariabel exprimiertes Muster darstellen, 

das auf einer großen Gruppe von Pathogenen vorhanden ist, und keine spezielle, 

einzelne, seltene Struktur (Akira et al., 2006; Medzhitov and Janeway, 1997). Des 

Weiteren sollte der Ligand nur von Pathogenen aber nicht von körpereigenen Zellen 

exprimiert werden (Janeway, 1989; Janeway and Medzhitov, 2002; Medzhitov and 

Janeway, 2000; Medzhitov and Janeway, 1997), um die Unterscheidung zwischen 

„Selbst“ und „Nicht-Selbst“ zu gewährleisten. Diese Eigenschaften potentieller Liganden 

des angeborenen Immunsystems wurden schon 1989 von Charles Janeway postuliert 

(Janeway, 1989). Auch körpereigene Strukturen insbesondere Nukleinsäuren können 

aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu bestimmten PAMPs als Liganden fungieren und 

das angeborene Immunsystem über die PRRs aktivieren. Dies setzt allerdings die 

Lokalisation dieser Strukturen in gewissen Zellkompartimenten voraus, in denen zwar die 

PRRs, sie aber in der Regel nicht vorkommen.  

Zu den PRRs zählen die Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die C-Typ Lektin-like 

Rezeptoren (LLRs), die als Transmembranrezeptoren PAMPs entweder an der äußeren 

Zellmembran oder im Endosom detektieren (Kawai and Akira, 2007; Robinson et al., 

2006; Willment and Brown, 2008) sowie die Rig-like Rezeptoren (RLRs), die Nod-like 

Rezeptoren („nucleotide-binding domain and leucin-rich repeat containing molecules“, 

NLRs) und die DNA-Sensoren, die an der Erkennung zytosolischer PAMPs beteiligt sind 

(Franchi et al., 2009; Takaoka and Taniguchi, 2008; Takeuchi and Akira, 2008; Yoneyama 

and Fujita, 2009). Infolge der Detektion von PAMPs werden spezifische Signalkaskaden 

aktiviert, die zur Produktion von Effektormolekülen wie Zytokinen und Chemokinen sowie 

zur Expression von Oberflächenmolekülen führen. Diese Effektormoleküle, darunter das 

Typ I-Interferon (IFN), können antiviral oder antibakteriell wirken, Apoptose induzieren und 

eine Vielzahl weiterer Effektorzellen des angeborenen Immunsystems aktivieren, die über 

chemotaktische Prozesse zum entzündeten Gewebe geleitet werden. Darüber hinaus 
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können spezifische T- und B-Zellen des adaptiven Immunsystems aktiviert werden 

(Iwasaki and Medzhitov, 2004).  

 

 

1.2.1  Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs) 

 

Die Toll-like Rezeptoren („toll-like receptors“, TLRs) stellen eine wichtige Klasse der PRRs 

dar. Der Begriff „Toll“ bezieht sich auf ein Gen in Drosophila, das für den Rezeptor Toll 

kodiert und erstmals von der Gruppe um Christiane Nüßlein-Vollhardt beschrieben wurde. 

Nachdem der Rezeptor Toll in Drosophila zunächst als eines der Moleküle identifiziert 

wurde, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der dorsoventralen Achse des 

Embryos spielen (Anderson et al., 1985a; Anderson et al., 1985b), erkannten Lemaitre 

und Kollegen später auch seine Funktion im Immunsystem der Fliege bei der Abwehr von 

Pilzinfektionen (Lemaitre et al., 1996). Aufgrund großer Homologie in der Gensequenz 

und Struktur von definierten Rezeptoren in Vertebraten zu dem Rezeptor Toll, benannte 

man diese Ende der 1990er Jahre als TLRs.  

TLRs sind Typ I Transmembranmoleküle. Neben einer transmembranen Region besitzen 

sie extrazellulär Leucin-reiche Regionen („leucin rich repeats“, LRRs) (Martin and 

Wesche, 2002) und intrazellulär eine Toll/Interleukin-1 Rezeptor Homologie (TIR)-

Domäne. Die LRRs sind für die spezifische Erkennung der PAMPs verantwortlich. Die 

zytoplasmatische TIR-Domäne ist für die Erzeugung intrazellulärer Signale essentiell.  

Gegenwärtig sind im Menschen 11 und in der Maus 13 TLRs bekannt (Kawai and Akira, 

2006b, 2007). Einen Überblick über die TLRs mit Beispielen für ihre jeweiligen Liganden 

sind in Tabelle 1.1 dargestellt. Typischerweise werden die TLRs auf Immunzellen 

gefunden, wurden aber auch auf anderen Zelltypen identifiziert, z.B. Fibroblasten, 

Endothelzellen und intestinalen Epithelzellen (Funami et al., 2004; Latz et al., 2004; 

Nishiya et al., 2005). Sie sind sowohl auf der Zelloberfläche als auch in intrazellulären 

Kompartimenten, den Lysosomen und Endosomen, lokalisiert. Zu den 

Oberflächenrezeptoren gehören TLR1, 2, 4 und 6, die Lipidliganden erkennen, sowie 

TLR5 und 11, deren Liganden Proteine sind (Hayashi et al., 2001; Plattner et al., 2008). 

Der humane TLR11 ist jedoch nicht funktional (Zhang et al., 2004).  

Im Gegensatz zu den Oberflächenrezeptoren werden TLR3, 7, 8 und 9 nicht ubiquitär 

exprimiert, sondern sind vorwiegend in den endosomalen Strukturen von Immunzellen zu 

finden, wobei sie ein zelltypspezifisches Expressionsmuster haben, das speziesabhängig 

differiert. Sie erkennen Nukleinsäuren sowohl viraler als auch bakterieller Herkunft 

(Alexopoulou et al., 2001; Krieg et al., 1995; Krug et al., 2004b; Lund et al., 2003; Lund et 
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al., 2004). Die gemeinsame Lokalisation dieser TLRs lässt vermuten, dass sie für die 

spezifische Detektion entsprechender Liganden erforderlich ist. So gelangen Viren und 

Bakterien bei ihrer Aufnahme in das Lysosom/Endosom der Zelle, wo ihre Nukleinsäuren 

von den dortigen TLRs detektiert werden können. Für die TLR-Aktivierung ist eine 

Ansäuerung der Endosomen notwendig, die der Zersetzung viraler Partikel und 

bakterieller Zellwände dient und die Nukleinsäuren der Pathogene den TLRs zugänglich 

macht. „Selbst“-Nukleinsäuren sind dagegen unter normalen Konditionen nur im 

Zytoplasma und im Kern der Zelle vorhanden, eine Erkennung und Aktivierung der TLRs 

durch „Selbst“-Nukleinsäuren in den Endosomen findet daher im gesunden Zustand der 

Zelle nicht statt.  

TLR3 ist vor allem auf humanen Astrozyten, GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-

Kolonie-stimulierender Faktor) DCs und BDCA („blood dendritic cell antigen“)-3/CD8+ DCs 

funktional exprimiert, im Maussystem zusätzlich auf Makrophagen. TLR3 erkennt lange 

Doppelstrang (ds)-RNA (Alexopoulou et al., 2001), die im Genom von dsRNA-Viren 

vorkommt sowie während der Replikation oder Transkription vieler Einzelstrang (ss)-RNA-

Viren oder DNA-Viren gebildet wird (Alexopoulou et al., 2001; Weber et al., 2006). So 

detektiert TLR3 die genomische dsRNA von Reovirus (Alexopoulou et al., 2001), ssRNA-

Viren wie das Respiratorische-Syncytial-Virus, West-Nile-Virus, Encephalomyocarditis-

Virus, Semliki-Forest-Virus und Influenza-A-Virus (Le Goffic et al., 2006; Rudd et al., 

2006; Wang et al., 2004) sowie die dsDNA-Viren Maus-Zytomegalie-Virus und Herpes-

simplex-Virus (HSV) (Tabeta et al., 2004; Zhang et al., 2007). Das enzymatisch generierte 

Polynukleotid poly I:C („polyinosinic-polycytidilic acid“) aktiviert ebenfalls TLR3 und wird 

gemeinhin als Surrogat für virale dsRNA verstanden. Laut Kleinman und Kollegen wird 

auch ds „small interfering RNA“ (siRNA) von TLR3 erkannt (Kleinman et al., 2008). 

TLR7 und 8 sind strukturell homolog und beide Sensoren für ssRNA. Während die 

Expression von TLR7 in Mauszellen weit verbreitet ist, ist TLR7 in humanen Zellen 

überwiegend auf plasmazytoiden DCs (PDCs) und B-Zellen zu finden (Krug et al., 2001b). 

TLR8 hingegen ist nicht funktional im Maussystem (Jurk et al., 2002), scheint aber im 

Menschen das Fehlen von TLR7 in Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen und 

myeloiden DCs (mDCs) zu komplementieren (Barchet et al., 2008; Hornung et al., 2002; 

Krug et al., 2001b). Neben synthetischen Verbindungen wie Imidazoquinolinen und 

Guanosinderivaten, die im humanen System TLR7 und 8 aktivieren (Gorden et al., 2005; 

Heil et al., 2003; Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2002; Lee et al., 2003), gibt es TLR7-

spezifische Moleküle wie Imiquimod R-837, Resiquimod R-848, 3M-001 und Loxoribine, 

die PDCs zur Produktion von Typ I-IFN stimulieren, sowie den TLR8-spezifischen 

Stimulus 3M-002, der zwar PDCs nicht aktiviert, aber in Monozyten die Sekretion von 

Interleukin (IL)-12p70 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-α induziert. Darüber hinaus 
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erkennen TLR7 und/oder 8 ssRNA viraler Herkunft, darunter Guanosin- und Uridin-reiche 

ssRNA im Genom des Humanen Immundefizienz-Virus sowie die genomische RNA von 

Influenza-A-Virus, Sendai-Virus, Vesicular-Stomatitis-Virus, Coxsackie-B-Virus, 

Parechovirus 1 (Echovirus 1) sowie Dengue-Virus (Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004; 

Jurk et al., 2002; Lund et al., 2004; Melchjorsen et al., 2005; Triantafilou et al., 2005a; 

Triantafilou et al., 2005b; Wang et al., 2006). Als nicht-virale Liganden von TLR7 wurden 

außerdem aufgereinigte mRNA, synthetische Oligoribonukleotide (ORNs) mit einem 

hohen Guanosin-Uridin-Gehalt, siRNA mit aktiven ssRNA-Sequenzen und ORNs mit einer 

Länge von 21 Nukleotiden und aus ausschließlich Uridinen bestehend beschrieben 

(Barchet et al., 2005; Diebold et al., 2006; Heil et al., 2004; Hornung et al., 2005). Neben 

dem strikten Expressionsmuster von TLR7/8 dienen möglicherweise auch die 

Ligandenstruktur sowie Modifikationen z.B. 5-Methylcytidin oder 2’-O-Methylgruppen 

(Kariko et al., 2005; Robbins et al., 2007), die häufig bei „Selbst-RNA“ vorkommen, der 

Unterscheidung von „Selbst“ und „Nicht-Selbst“.  

TLR9 wird im humanen System nur auf PDCs und B-Zellen exprimiert (Hornung et al., 

2002; Krug et al., 2001b), wohingegen er in Mauszellen in einem breiten Spektrum 

verschiedener Immunzellen exprimiert wird, darunter auch auf bestimmten Subtypen der 

mDCs. TLR9 erkennt unmethylierte CpG-Motive, die häufig in bakterieller und viraler DNA 

vorkommen (Basner-Tschakarjan et al., 2006; Hemmi et al., 2000; Hochrein et al., 2004; 

Krieg, 1996; Krieg et al., 1995; Krieg et al., 1998b; Krug et al., 2004a; Krug et al., 2004b; 

Lund et al., 2003; Tabeta et al., 2004; Zhu et al., 2007). CpG-Motive sind unmethylierte 

Cytidin-Guanosin-Dinukleotide mit bestimmten flankierenden Basensequenzen (Krieg et 

al., 1995), wobei das „p” für eine Phosphatbindung zwischen den beiden Basen steht. 

Während im Genom von Bakterien und Viren statistisch gesehen fast jedes sechzehnte 

Dinukleotid ein CpG ist und das Cytosin der CpG-Motive weitestgehend in nicht-

methylierter Form vorliegt, ist bei Vertebraten nur jedes sechzigste Dinukleotid ein CpG 

und 80 % der Cytosine sind methyliert. Bakterielle DNA enthält also etwa zwanzigmal 

mehr unmethylierte CpG-Motive als Vertebraten-DNA. Laut Stacey und Kollegen blockiert 

eine Methylierung des Cytosins die immunstimulatorische Wirkung von bakterieller DNA 

oder CpG-Oligonukleotiden (CpG-ODNs) (Stacey et al., 1996). Bei den CpG-ODNs 

handelt es sich um synthetisch hergestellte ssODNs, in denen sich das CpG-Motiv 

mehrfach wiederholt. Sie imitieren die Anwesenheit von mikrobieller DNA und aktivieren 

ebenfalls TLR9 (Hartmann et al., 2003; Krug et al., 2001a; Verthelyi et al., 2001). TLR9 

induziert nach Detektion von CpG-ODNs in PDCs große Mengen Typ I-IFN bzw. aktiviert 

B-Zellen zur Zellteilung (Hartmann et al., 2003; Poeck et al., 2004), wobei diesbezüglich 

unterschiedliche Klassen von CpG-ODNs unterschieden werden müssen. CpG-ODNs 

vom B/K-Typ, die ein Phosphothioat-Rückgrat haben, aktivieren B-Zellen über die 
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Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und induzieren eine moderate IFN-α-

Produktion (Yoneyama and Fujita, 2010). Ein Hauptvertreter ist das CpG-ODN 2006. 

CpG-ODNs vom A/D-Typ sind hingegen durch eine palindromische Struktur mit 

Phosphodiester-Rückgrat charakterisiert (Yoneyama and Fujita, 2010). Das CpG-Motiv 

wird von poly G-Sequenzen flankiert, die G-Tetraden bilden. Diese G-Tetraden binden an 

Scavenger Rezeptoren, wodurch die CpG-ODNs in die Zelle gelangen. Ein Vertreter der 

CpG-ODNs vom A/D-Typ ist CpG-ODN 2216, das in starkem Maße IFN-α aber nur eine 

schwache B-Zell-Aktivierung induziert (Yoneyama and Fujita, 2010). CpG-ODNs vom C-

Typ haben eine gemischte Struktur, z.B. Phosphothioat-enthaltende palindromische 

Sequenzen, und induzieren sowohl IFN-α als auch B-Zell-Aktivierung (Yoneyama and 

Fujita, 2010). Ursächlich für die unterschiedliche Aktivität der CpG-ODNs ist ihre jeweilige 

Lokalisation in intrazellulären Kompartimenten. A/D-Typ CpG-ODNs sind überwiegend in 

den frühen Endosomen von PDCs in einem Komplex mit MyD88 („myeloid differentiation 

primary response protein 88“) und IRF („interferon regulatory factor“)7 lokalisiert, was zu 

einer starken IFN-α-Induktion führt, wohingegen B/K-Typ CpG-ODNs vor allem in die 

späten Endosomen translokalisiert werden und eher inflammatorische Zytokine induzieren 

als IFN-α (Honda et al., 2005a).  

Die Liganden für TLR10, der nur in humanen nicht aber in murinen Zellen exprimiert wird, 

sowie für die ausschließlich murinen TLR12 und 13 sind noch nicht identifiziert.  

Einige TLRs können neben PAMPs auch endogene Liganden erkennen. Dies sind 

überwiegend Substanzen, die aus nekrotischen oder spätapoptotischen Zellen stammen 

und somit bei einem normalen Gleichgewicht zwischen Zelltod und Aufnahme 

apoptotischer Zellen durch Phagozyten nicht freigesetzt werden (Marshak-Rothstein, 

2006). So beschreiben mehrere Publikationen endogenes Chromatin als Ligand für TLR9. 

Dies ist interessant im Zusammenhang mit der Pathogenese systemischer 

Autoimmunerkrankungen wie dem Systemischen Lupus erythematodes (SLE). Da TLR9 

mit endosomalen Strukturen assoziiert intrazellulär lokalisiert ist, findet eine Bindung an 

körpereigenes Chromatin normalerweise nicht statt. Kommt es jedoch in Folge einer 

unzureichenden Beseitigung apoptotischer Zellen zur Freisetzung von Chromatin-Protein-

Komplexen, so können diese von spezifischen B-Zellen aufgenommen werden und 

intrazellulär an TLR9 binden, wodurch die Autoantikörperbildung in Gang gesetzt wird. In 

der Folge können sich Immunkomplexe aus Immunglobulin (Ig) und Chromatin bilden, die 

über Fc-Rezeptoren in Phagozyten gelangen. Dies ermöglicht wiederum die Bindung von 

Chromatin an TLR9, wodurch es zur Aktivierung der Zielzelle sowie zur Sekretion von Typ 

I-IFN und pro-inflammatorischen Zytokinen kommt (Barrat et al., 2005; Boule et al., 2004; 

Means et al., 2005).  
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TLR Liganden (PAMPs) Quelle der Liganden Referenz 

Triacylierte Lipopeptide Bakterienzellwand TLR1/TLR2 

Pam3CSK4 Synthetisches Analog 

triacylierter Lipopetide 

(Takeuchi et al., 2002) 

Diacylierte Lipopeptide wie 

MALP-2 („macrophage 

activating lipopeptide“, 2 

kDa) 

Bakterienzellwand, 

Mykoplasmen 

Pam2CSK4 Synthetisches Analog 

diacylierter Lipopetide 

Peptidoglykan Bakterienzellwand 

TLR2/TLR6 

Lipoteichonsäure Zellwand gram-positiver 

Bakterien 

(Aliprantis et al., 1999; Lien et al., 

1999; Takeuchi et al., 1999; 

Takeuchi et al., 2001) 

TLR2/Dectin Zymosan Zellwand von 

Pilzen/Hefen 

(Gantner et al., 2003) 

dsRNA RNA-Viren TLR3 

poly I:C Synthetisches Analog 

von dsRNA 

(Alexopoulou et al., 2001) 

TLR4 Lipopolysaccharid Zellwand gram-

negativer Bakterien 

(Latz et al., 2004; Nishiya et al., 

2005; Poltorak et al., 1998) 

TLR5 Flagellin Bakterielle Flagellen (Hayashi et al., 2001) 

ssRNA RNA-Viren 

einige siRNAs  

TLR7, 

TLR8 

Moleküle der 

Imidazochinolin-Familie wie 

Imiquimod (R-837) und 

Resiquimod (R-848) 

Synthetische Moleküle 

mit antiviraler Aktivität 

(Diebold et al., 2004; Gorden et 

al., 2005; Hemmi et al., 2002; 

Jurk et al., 2002; Lund et al., 

2004)  

TLR9 Hypomethylierte CpG-DNA Bakterielle, virale DNA (Hemmi et al., 2000; Krieg, 1996; 

Krieg et al., 1998a; Krieg et al., 

1995) 

TLR10 Ligand unbekannt   

Unbekannte Komponente Urpathogene Bakterien  TLR11 

Profilin-ähnliches Protein Toxoplasma gondii 

(Plattner et al., 2008; Yarovinsky 

et al., 2005; Zhang et al., 2004) 

 
Tabelle 1.1: TLR1-11 und Beispiele für ihre Liganden. 

TLR1-11 detektieren konservierte molekulare Muster von Viren, Bakterien, Parasiten und Pilzen. Grau 

unterlegt sind die Nukleinsäure-detektierenden TLRs, die intrazellulär vorliegen. 

 

Körpereigene DNA könnte somit als Auto-Adjuvans wirken (Baccala et al., 2007; Boule et 

al., 2004; Marshak-Rothstein, 2006). Eine ähnliche Rolle bei der Pathogenese von SLE 

wurde auch für endogene „small nuclear RNAs“ (snRNAs) vorgeschlagen. Auch diese 
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werden in Anwesenheit entsprechender Antikörper (AKs) aus SLE-Seren von Phagozyten 

aufgenommen, wo sie über TLR7/8 stimulatorisch wirken können (Barrat et al., 2005; 

Marshak-Rothstein, 2006; Martin and Elkon, 2005; Savarese et al., 2006; Vollmer et al., 

2005; Wagner, 2006).  

Der aktivierende Signalweg, von der Erkennung eines Liganden durch einen TLR bis zur 

Produktion und Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, im Fall 

der TLRs 3, 4, 7 und 9 auch von Typ I-IFN, sowie der Präsentation ko-stimulatorischer 

Moleküle auf der Zelloberfläche, ist sowohl Zelltyp- als auch TLR-abhängig. Dies 

ermöglicht eine gezielt auf das aktivierende Pathogen abgestimmte Reaktion der Zelle.  

Für die Signaltransduktion der TLRs ist die Bildung von Homo- oder Heterodimeren 

notwendig (Kawai and Akira, 2006b). TLR2 bildet mit TLR1 und 6 sowie mit CD36 

Heterodimere, um zwischen verschiedenen PAMPs zu differenzieren. So sind TLR1/2- 

und TLR2/6-Heterodimere in der Lage, triacyl- und diacyl-Lipopeptide zu unterscheiden 

(Takeuchi et al., 2001; Takeuchi et al., 2002). Ebenso formt TLR10 mit TLR1 und 2 

Heterodimere, deren Liganden bislang allerdings noch unbekannt sind. Bei der 

Erkennung von LPS kooperiert TLR4 mit den extrazellulären Komponenten MD2 und 

CD14.  

Nach Ligand-Bindung und Dimerisierung ändern die TLRs ihre Konformation, wodurch an 

die Membran rekrutierte intrazelluläre Adapterproteine mit ihrer TIR-Domäne an jene der 

TLRs binden können. Bislang wurden fünf solcher Adaptermoleküle beschrieben, die 

selektiv von den TLRs genutzt werden und somit die Immunantwort mitbeeinflussen: 

MyD88 (Kawai et al., 1999; Medzhitov et al., 1998), Mal/TIRAP („MyD88 adaptor like“/„TIR 

domain containing adaptor protein“) (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2001), 

TRIF/TICAM1 („TIR domain containing adaptor protein inducing IFN-β“/„TIR domain 

containing adaptor molecule 1“) (Hoebe et al., 2003; Oshiumi et al., 2003; Yamamoto et 

al., 2002b), TRAM/TICAM2 („TRIF related adaptor molecule“/„TIR domain containing 

adaptor molecule 2“) (Fitzgerald et al., 2003b; Yamamoto et al., 2003b) und SARM 

(„sterile alpha and armadillo-motif-containing protein“) (Carty et al., 2006).  

TLR4 bindet sowohl MyD88, das die gleichzeitige Bindung von Mal/TIRAP erfordert 

(Yamamoto et al., 2002a), als auch TRIF, das gemeinsam mit TRAM rekrutiert werden 

muss (Fitzgerald et al., 2003b). So werden bei TLR4 als einzigem TLR ein MyD88-

abhängiger und -unabhängiger (TRIF-abhängiger) Signaltransduktionsweg aktiviert 

(Yamamoto et al., 2003a).  

Bei den meisten anderen TLRs, darunter TLR7, 8 und 9, kommt es jedoch nur zu einer 

MyD88-abhängigen Signaltransduktion (Kawai et al., 1999; Takeuchi et al., 2000), wobei 

der Ko-Adapter im Falle der intrazellulären TLRs nicht benötigt wird. MyD88 weist eine 

TIR-Domäne sowie eine N-terminale „Death“-Domäne auf (Hemmi et al., 2002; Kawai et 
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al., 1999). Nach Stimulation eines TLRs assoziiert MyD88 mit dessen TIR-Domäne und 

rekrutiert durch Interaktionen mit der N-terminalen Region von MyD88 Signalmoleküle wie 

IRAK1/2/4 („interleukine-1 receptor associated kinase“), TRAF3/6 („TNF-receptor 

associated-factor“) und Osteopontin, wobei erst die Phosphorylierung von IRAK1/2 die 

Rekrutierung und Aktivierung von TRAF6 ermöglicht (Gohda et al., 2004; Janssens and 

Beyaert, 2003; Kawagoe et al., 2007; Kawagoe et al., 2008; Kim et al., 2007; Oganesyan 

et al., 2006; Shinohara et al., 2006; Swantek et al., 2000; Uematsu et al., 2005).  

An dieser Stelle teilt sich die Signalkaskade in den IRF- und den NF-κB („nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells“)-aktivierenden Signalweg auf. IRFs sind 

neben Transkriptionsfaktoren wie NF-κB und AP-1 („activator protein 1“) essentiell für die 

Induktion von Typ I-IFN und IFN-abhängigen Genen (Hacker et al., 2006; Oganesyan et 

al., 2006). In PDCs, die von allen Immunzellen die höchste TLR7- und 9-Expression 

aufweisen und die Hauptproduzenten von Typ I-IFN darstellen, wird IRF7 konstitutiv 

exprimiert (Colonna et al., 2004), wohingegen in konventionellen DCs die IFN-α-

Produktion vor allem durch die MyD88-abhängige Aktivierung von IRF1 und 5 bestimmt 

wird (Kawai and Akira, 2006a). Vom Signalkomplex rekrutiertes IRF7 kann entweder 

direkt mit IRAK1 interagieren, wobei er an spezifischen C-terminalen Serinresten 

phosphoryliert wird, oder wird durch die Ubiquitin-Ligase-Aktivität von TRAF6 aktiviert 

(Honda et al., 2004; Kawai et al., 2004; Uematsu and Akira, 2007). Auch IκB-Kinase-

Komplex (IKK)α-Kinasen sind an der Phosphorylierung von IRF7 beteiligt (Hoshino et al., 

2006). Darüber hinaus scheint der „phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K)-mammalian 

target of rapamycin“ (mTOR)-vermittelte Signalweg in der MyD88-abhängigen Aktivierung 

von IRF7 involviert zu sein (Cao et al., 2008; Guiducci et al., 2008). Der phosphorylierte 

IRF7 gelangt nach Bildung eines Homodimers in den Zellkern, wo er die Produktion von 

Typ I-IFN induziert. 

Für die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-α ist die 

Aktivierung von IκB („inhibitor of NF-κB“) erforderlich. Der IRAK1/TRAF6-Komplex 

dissoziiert vom Rezeptor und assoziiert mit der „transforming growth factor-beta-activated 

protein kinase 1“ (TAK1) sowie den TAK1 bindenden Proteinen TAB1 und TAB2 an der 

Membran (Kawai and Akira, 2007; Wang et al., 2001). Während IRAK1 an der Membran 

verbleibt und degradiert wird, gelangt der Komplex aus TRAF6, TAK1, TAB1 und TAB2 

ins Zytoplasma und bindet dort den als E2-Ligase wirkenden, dimeren Ubiquitin-

konjugierenden Enzymkomplex aus Ubc13 und Uev1A, der zur Aktivierung des IKK 

notwendig ist (Deng et al., 2000). IKK setzt sich aus den katalytischen IKKα- und β-

Kinasen und dem regulatorischen Protein NEMO („NF-κB essential modulator“, IKKγ) 

zusammen. Durch die Rekrutierung von TAK1 werden zwei verschiedene Signalwege 
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initiiert. Zum einen wird IKK aktiviert (Adhikari et al., 2007; Yamamoto et al., 2006). 

Dadurch werden an NF-κB gebundene inhibitorische Moleküle (IκB) phosphoryliert, die im 

unstimulierten Zustand die nukleäre Translokation und/oder die DNA-Bindung von NF-κB 

verhindern. Infolge der Phosphorylierung dissoziieren diese Inhibitoren ab, werden 

ubiquitiniert und proteasomal abgebaut, so dass das p65 (RelA):p50 NF-κB-Dimer in den 

Zellkern translokalisieren kann und eine NF-κB-abhängige Transkription der für pro-

inflammatorische Zytokine kodierenden Gene möglich wird. Zum anderen wird über TAK1 

die Signalkaskade der MAP-Kinasen („mitogen activated protein kinases“, MAPKs) 

aktiviert (Wang et al., 2001), an deren Ende die Phosphorylierung der MAPKs ERK 

(„extracellullar signal-related kinase“), JNK („Jun N-terminal kinase“) und p38 („p38 

mitogen-activated protein-kinase“) steht. Sie aktivieren wiederum über Phosphorylierung 

Transkriptionsfaktoren wie AP-1, das sich aus ATF2 („activating transcription factor 2“) 

und c-Jun zusammensetzt, und regulieren so die Produktion inflammatorischer Zytokine 

mit.  

TLR3 agiert als einziger TLR ausschließlich über TRIF (O'Neill and Bowie, 2007; Oshiumi 

et al., 2003; Yamamoto et al., 2003a; Yamamoto et al., 2002b), wobei der TRIF-

abhängige Signalweg von TLR3 und 4 durch direkte Bindung des Adaptermoleküls SARM 

an TRIF negativ reguliert wird (Carty et al., 2006). TRIF interagiert direkt mit TLR3 über 

homotypische TIR-TIR-Interaktion und rekrutiert ähnlich dem MyD88-vermittelten 

Signalweg eine Reihe von Signalmolekülen, darunter TRAF3/6, RIP1 („receptor 

interacting protein 1“) und TAK1, die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB, 

IRF3 und IRF7 führen. Der TLR3/TRIF-Komplex assoziiert zunächst mit TRAF3 und 

NAP1 („NF-κB-activating kinase (NAK)-associated protein 1“) (Hacker et al., 2006; 

Oganesyan et al., 2006; Sasai et al., 2005) und aktiviert infolgedessen die als 

nichtkanonischen IKKs bekannten Moleküle „TRAF-family member associated NF-κB 

activator (TANK)-binding kinase 1“ (TBK1 bzw. NAK) und IKKi (IKKε), die C-terminale 

Serinreste von IRF3 und 7 phosphorylieren (Fitzgerald et al., 2003a; Hemmi et al., 2004; 

McWhirter et al., 2004; Perry et al., 2004; Sharma et al., 2003). Phosphoryliertes IRF3 

und 7 dimerisieren und tranlokalisieren in den Zellkern. Dort interagieren sie mit dem 

transkriptionellen Ko-Aktivator p300/„CREB-binding protein“ (CBP), über den sie an die 

DNA binden und die Expression von IFN-β induzieren. Auch TRAF6 und RIP1 werden im 

TLR3/TRIF-Komplex aktiviert (Cusson-Hermance et al., 2005; Sato et al., 2003). Sie 

aktivieren wiederum TAK1, was zur Aktivierung sowohl von NF-κB als auch des MAP-

Kinase-Signalwegs führt.  
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1.2.2  Die RIG-like Rezeptoren (RLRs) RIG-I, MDA-5 und LGP2 

 

Ebenfalls zur Familie der PRRs gehören die so genannten RIG-like Rezeptoren („RIG-like 

receptors“, RLRs). Im Gegensatz zu den TLRs sind die RLRs ausschließlich im Zytosol 

lokalisiert und erkennen virale RNA (Yoneyama et al., 2004). Da die RLR-Gene nur im 

Genom höherer Vertebraten vorkommen, ist davon auszugehen, dass sich die RLRs im 

Laufe der Evolution zu spezialisierten Rezeptoren des Typ I-IFN-Systems entwickelt 

haben (Sarkar et al., 2008). Die Expression der RLRs beschränkt sich nicht nur auf 

Immunzellen (Kang et al., 2004), sondern sie werden beinahe ubiquitär exprimiert und 

sind somit für die Beseitigung von Viren mit Hilfe der antiviral wirkenden IFNs essentiell. 

Zu den RLRs zählen RIG-I („retinoic acid inducible gene I“) und MDA-5 („melanoma 

differentiation associated gene 5“), die beide eine TLR-unabhängige IFN-α/β-Induktion 

durch aktiv replizierende RNA-Viren und synthetische RNA vermitteln, sowie LGP2 

(„laboratory of genetics and physiology 2“) (Yoneyama and Fujita, 2009).  

Allen drei RLRs ist eine DExD/H-Box RNA-Helikase-Domäne mit RNA-abhängiger 

ATPase Aktivität gemeinsam. RIG-I und MDA-5 weisen zudem beide N-terminal zwei 

Caspase-Rekrutierungsdomänen („caspase recruitment domains“, CARDs) auf, die 

essentiell für die Signaltransduktion sind. Diese fehlen LGP2. Über die CARDs bilden 

RIG-I und MDA-5 eine homotypische Interaktion mit der N-terminalen CARD-Domäne 

ihres Signaladaptermoleküls „IFN-β promoter stimulator 1“ (IPS-1) aus, das C-terminal an 

der äußeren Mitochondrienmembran verankert ist. IPS-1 wird in der Literatur auch 

„mitochondrial antiviral signalling protein“ (MAVS), „virus-induced signalling adaptor“ 

(VISA) und „CARD adaptor inducing IFN-β“ (CARDif) genannt (Kawai et al., 2005; Meylan 

et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005). Eine weitere funktionale Domäne der RLRs 

ist die C-terminale Domäne (CTD), die auch als Repressor-Domäne (RD) bezeichnet wird 

(Saito et al., 2007; Takahasi et al., 2008). Die CTD/RD von RIG-I und LGP2 hat zwei 

Funktionen, einerseits dient sie der Hemmung der RIG-I-Aktivität in Abwesenheit viraler 

Infektionen, andererseits der Detektion von RNA-Liganden (Cui et al., 2008; Takahasi et 

al., 2008). So induziert die Erkennung von RNA durch die CTD eine 

Konformationsänderung von RIG-I, die es den N-terminalen CARDs ermöglicht, mit der 

CARD von IPS-1 zu interagieren (Kumar et al., 2006; Sun et al., 2006). Zur Aktivierung 

von RIG-I ist zudem Adenosintriphosphat (ATP) notwendig (Yoneyama et al., 2004), 

wobei es für die Bindung von RNA entbehrlich zu sein scheint (Takahasi et al., 2008). Im 

Gegensatz zu RIG-I und LGP-2 fehlt MDA-5 die RD. Daher wird MDA-5 in gesunden 

Zellen durch die Dihydroacetonkinase negativ reguliert (Diao et al., 2007). Ansonsten ist 

die MDA-5-vermittelte Signaltransduktion weitestgehend identisch mit der von RIG-I, 
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obwohl noch unklar ist, wie die offen strukturierte CTD von MDA-5 dsRNA bindet (Li et al., 

2009a; Takahasi et al., 2009). 

Die Bildung des RIG-I bzw. MDA-5/IPS-1-Komplexes an der äußeren 

Mitochondrienmembran sowie die Aktivierung einer C-terminalen katalytischen Domäne 

von IPS-1 führt zur Rekrutierung weiterer Signalmoleküle und zur Initiation einer 

Signalkaskade, die in der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Typ I-IFN 

endet (Abbildung 1.1).  

 

 
 
Abbildung 1.1: TLR-unabhängige Signalwege der IFN-α/β-Induktion. 

Die Aktivierung der zytosolischen Helikasen RIG-I (z.B. durch 3-P-RNA) und MDA-5 (z.B. durch poly I:C) führt 

zu Konformationsänderungen, die eine CARD-vermittelte homotypische Interaktion zwischen RIG-I/MDA-5 

und dem mitochondrialen Adaptermolekül IPS-1 ermöglichen. Über TBK1/IKKi, IKKα/β/γ und die MAPKs wird 

die Translokation von IRF3/7, NF-κB und AP-1 in den Zellkern sowie die Transkription Typ I-IFN kodierender 

Gene induziert. Auch die Detektion von dsDNA über zytosolische DNA-Sensoren, darunter IFI16, vermittelt 

die Aktivierung von TBK1/IKKi und IKKα/β/γ, die Translokation von IRF3 und NF-κB sowie die Expression von 

IFN-α/β. AT-reiche dsDNA (poly dAdT) im Zytosol humaner monozytärer Zellen wird von der RNA-

Polymerase III erkannt und in 3-P-RNA transkribiert, die über den RIG-I-Signalweg IFN-α/β induziert. Darüber 

hinaus kann zytosolische dsDNA auch von AIM2 detektiert werden, was zur Bildung des Caspase 1-

aktivierenden AIM2-Inflammasoms und letztlich zur Sekretion von IL-1β führt. Die IFN-α/β-Induktion wird 

dadurch aber nicht beeinträchtigt. 
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Zusammen mit TRAF3, TRADD („tumor necrosis factor receptor type 1-associated death 

domain protein“) und NAP1 vermittelt IPS-1 die Aktivierung von TBK1 und IKKi 

(Oganesyan et al., 2006; Saha et al., 2006; Xu et al., 2005). Diese wiederum 

phosphorylieren und aktivieren IRF3 und 7, die daraufhin in den Zellkern translokalisieren 

und die Transkription Typ I-IFN kodierender Gene einleiten, wobei sowohl RIG-I als auch 

MDA-5 durch das IFN-α/β über einen positiven Rückkopplungsmechanismus zusätzlich 

aufreguliert werden. Darüber hinaus vermittelt IPS-1 über TRAF6 und TAK1 die 

Aktivierung des IKK sowie der MAP-Kinasen JNK und p38, die wiederum die 

Transkriptionsfaktoren ATF2 und c-Jun aktivieren (Yoshida et al., 2008). IKK wird 

außerdem durch Assoziation von IPS-1 mit FADD („FAS-associated death domain“), 

TRADD, RIP1 sowie den Caspasen 8 und 10 aktiviert (Balachandran et al., 2004; 

Michallet et al., 2008; Takahashi et al., 2006). Dies führt zur Phosphorylierung von IκB. 

IκB wird polyubiquitiniert und degradiert, so dass NF-κB in den Nucleus translokalisieren 

kann, um die Transkription von Genen zu aktivieren, die für pro-inflammatorische Zytokine 

kodieren.  

Der RIG-I/MDA-5-vermittelte Signalweg scheint vor allem für die IFN-α/β-Produktion in 

Fibroblasten, konventionellen DCs und Makrophagen von Bedeutung zu sein und weniger 

in PDCs, die über die TLR-Signalwege agieren.  

RIG-I und MDA-5 differieren im Bezug auf ihre Liganden. Als nicht viraler Ligand für RIG-I 

wurde zunächst in vitro-transkribierte RNA beschrieben (Kato et al., 2006), bis Hornung 

sowie Pichlemair und Kollegen 2006 publizierten, dass das 5’-Triphosphat von in vitro-

transkribierter RNA (3-P-RNA) bzw. durch virale Polymerasen generiertes 5’-Triphosphat 

am Ende einer RNA für die RIG-I-vermittelte Erkennung von RNA-Molekülen 

verantwortlich ist (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). So erkennt RIG-I vor allem 

Negativ-ss-Viren z.B. Sendai-Virus und Newcastle-Disease-Virus aus der Familie der 

Paramyxoviren, Orthomyxoviren wie Influenza-A-Virus und Rhabdoviren wie Vesicular-

Stomatitis-Virus (Kato et al., 2006), die bereits vor oder während der Replikationsphase 

eine 5’-Triphosphatstruktur in ihrem RNA-Genom aufweisen. Weil das 5’-Ende von 

Picornaviren hingegen durch das kovalent gebundene virale Protein Vpg geschützt ist 

(Paul et al., 2003), kann es nicht von RIG-I detektiert werden.  

Die Erkennung von RNA durch RIG-I endet durch Abtrennen des 5’-Triphosphatrestes 

oder durch Nukleosidmodifikationen, wie es bei posttranskriptionellen RNA-Prozessen bei 

Eukaryoten vorkommt (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). So verlieren die 

meisten endogenen RNAs ihre 5’-Triphosphatgruppe während der Maturation bzw. 

werden mit einem 5’-Methylguanosin-„Cap“ versehen, bevor sie den Zellkern verlassen 

(Shatkin and Manley, 2000). Auch durch interne Modifikationen wie Pseudouridin, 2-Thio-

Uridin und 2’-O-Methyl-Uridin wird die Erkennung von 5’-Triphosphat-RNA verhindert 
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(Hornung et al., 2006). Dieses spezifische Erkennungsmuster ermöglicht es RIG-I, 

zwischen „Selbst“ und „Nicht-Selbst“ zu differenzieren. Es wurde jedoch beschrieben, 

dass auch „small self-RNA“, die durch 2'-5'-Oligoadenylat-Synthetase (OAS)-induzierte 

RNase L generiert wurde, eine IFN-Produktion ohne virale Infektion induzieren kann 

(Malathi et al., 2007). Takahasi und Kollegen zeigten 2008, dass auch kurze dsRNA (< 1 

kb) unabhängig von ihrer Sequenz und einem 5’-Triphosphat als Ligand für RIG-I 

fungieren kann (Takahasi et al., 2008). Schlee und Kollegen publizierten 2009, dass 

weder das 5’-Triphosphat noch die Struktur der dsRNA für die Aktivierung von RIG-I 

ausreicht, sondern dass es dafür einer so genannten „panhandle“-Struktur bedarf, die 

durch Basenpaarung der 5’- und 3’-Region des viralen Genoms ausgebildet wird (Schlee 

et al., 2009; Schmidt et al., 2009).  

Im Gegensatz zu RIG-I erkennt MDA-5 Picorna-Viren, darunter Encephalomyocarditis-

Virus, Theiler’s-Virus und Mengo-Virus (Gitlin et al., 2006; Kato et al., 2006), darüber 

hinaus murines Norovirus-1 aus der Familie der Calci-Viren, murines Hepatitis-Virus, das 

zu der Familie der Corona-Viren zählt, sowie lange Segmente des Reovirus (Kato et al., 

2008; McCartney et al., 2008; Roth-Cross et al., 2008). An der Erkennung von Flavi-Viren 

wie West-Nile-Virus und Dengue-Virus sind hingegen sowohl RIG-I als auch MDA-5 

beteiligt (Fredericksen et al., 2008; Loo et al., 2008). Weil Picorna-Viren während ihres 

Replikationszyklus in infizierten Zellen lange dsRNA generieren (Weber et al., 2006), 

wurde vermutet, dass die dsRNA-Struktur einen spezifischen Liganden für MDA-5 

darstellt. Kato und Kollegen konnten allerdings zeigen, dass relativ langes poly I:C (> 1 

kb) zwar selektiv von MDA-5 erkannt wird, wird poly I:C jedoch enzymatisch in kürzere 

Fragmente verdaut (< 1 kb), nimmt die MDA-5-abhängige Aktivität proportional zur Länge 

ab und die kürzeren poly I:C-Fragmente werden unabhängig von einem 5’-Triphosphat 

von RIG-I erkannt (Kato et al., 2008). Die natürliche RNA-Struktur, die MDA-5 aktiviert, 

konnte bislang noch nicht identifiziert werden. 

Während RIG-I und MDA-5 als positive Regulatoren antiviraler angeborener Immunität 

gelten, ist die Funktion von LGP2 unklar, da eine Analyse LGP2-defizienter Mäuse zeigte, 

dass sich LGP2 sowohl negativ als auch positiv auf die gegen Encephalomyocarditis-

Virus- und Vesicular-Stomatitis-Virus-Infektionen gerichtete Immunantwort auswirken 

kann (Venkataraman et al., 2007). Weitere in vitro- und in vivo-Experimente 

untermauerten jedoch die inhibitorische Rolle von LGP2 bei der Erkennung viraler RNA 

durch RIG-I (Komuro and Horvath, 2006; Rothenfusser et al., 2005; Yoneyama et al., 

2005). Dass LGP2 aufgrund einer ähnlichen RNA-Bindungsoberfläche in der Lage ist, 

RIG-I-Liganden wie kurze dsRNA mit höherer Affinität zu binden als RIG-I (Li et al., 

2009b; Pippig et al., 2009; Takahasi et al., 2009), scheint dafür allerdings nicht ursächlich 

zu sein, da eine LGP2-Mutante, die keine RNA binden konnte, die RIG-I-Aktivität immer 
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noch unterdrückte (Li et al., 2009b). Möglicherweise wird RIG-I durch eine direkte 

Interaktion mit der RD von LGP2 in seiner Aktivität inhibiert (Saito et al., 2007). Darüber 

hinaus wurde beschrieben, dass LGP2 auch direkt mit IPS-1 interagieren kann und mit 

IKKi um die Bindung an IPS-1 konkurriert (Komuro and Horvath, 2006), was ebenfalls die 

RIG-I-vermittelte Signalkaskade blockieren würde. Die negative Rückkopplung durch 

LGP2, dessen Expression durch die Typ I-IFN Produktion nach Aktivierung von RIG-I und 

MDA-5 ansteigt, verhindert so pathologische Konditionen aufgrund überhöhter 

Zytokinproduktion als Antwort auf eine Virusinfektion.  

 

 

1.2.3  Zytoplasmatische DNA-Sensoren 

 

DNA viralen und bakteriellen Ursprungs sowie von beschädigten oder der Apoptose 

entgangenen körpereigenen Zellen aktiviert das angeborene Immunsystem (Hornung and 

Latz, 2010; Ishii and Akira, 2006; Nagata et al., 2010; Yanai et al., 2009). Obgleich TLR9 

CpG-DNA von Viren und Bakterien im Endolysosom detektiert, gibt es klare Hinweise 

darauf, dass auch dsDNA, die ins Zytoplasma von Zellen gelangt, von einem oder 

mehreren zytosolischen DNA-Rezeptoren erkannt wird (Ishii et al., 2006; Stetson and 

Medzhitov, 2006a; Yoshida et al., 2005). Bakterielle Plasmide, synthetische 

Oligonukleotiddoppelstränge, das Dinukleotidmultimer poly dAdT („polydeoxyadenylic-

polydeoxythymidilic acid sodium salt“) und ds B-Form DNA induzieren infolgedessen die 

Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Typ I-IFNs (Ishii et al., 2006; Stetson 

and Medzhitov, 2006a) (Abbildung 1.1).  

Die Signalkaskade, die laut Ishii und Kollegen durch Detektion zytoplasmatischer dsDNA 

der B-Form, aber nicht Z-Form, initiiert wird, umfasst die Aktivierung von IRF3 via TBK1 

und IKKi sowie eine davon unabhängige Aktivierung von NF-κB (Ishii et al., 2006). In 

beide Signalwege ist das Adaptermolekül IPS-1 involviert, aber weder TLRs noch RIG-I 

(Ishii et al., 2006).  

Ishikawa und Kollegen zeigten, dass STING („stimulator of interferon genes“), auch MITA 

(„mediator of IRF-3 activation“) genannt, die IFN-α-Induktion, die durch intrazelluläre 

DNA-Spezies ohne CpG-Motive ausgelöst wird, reguliert (Ishikawa et al., 2009). Zellen 

von STING-defizienten Mäusen waren daher nicht in der Lage, eine Typ I-IFN-Produktion 

als Antwort auf dsDNA bzw. eine Infektion mit HSV-1 oder Listeria monocytogenes, die 

DNA ins Zytoplasma der infizierten Zelle freisetzen, zu induzieren (Ishikawa et al., 2009). 

Auch STING-defiziente Mäuse waren anfällig gegenüber HSV-1-Infektionen (Ishikawa et 

al., 2009). Darüber hinaus zeigten diese Tiere eine deutliche Reduktion der zytotoxischen 
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T-Zell-Antwort nach Vakzinierung mit Plasmid-DNA (Ishikawa et al., 2009). Als Antwort 

auf eine Stimulation mit dsDNA interagiert STING mit IPS-1 und wird zu punktförmigen 

Strukturen relokalisiert, wohin auch TBK1 rekrutiert wird (Ishikawa and Barber, 2008; 

Saitoh et al., 2009; Zhong et al., 2008). Wahrscheinlich induziert diese Rekrutierung eine 

gleichzeitige Aktivierung von TBK1, was zu einer Phosphorylierung des 

Transkriptionsfaktors IRF3 und zur Transkription von Typ I-IFN-Genen führt.  

Tsuchida und Kollegen identifizierten 2010 außerdem die Ubiquitin-Ligase TRIM56 

(„interferon-inducible tripartite-motif 56“) als Regulator der durch zytosolische dsDNA-

vermittelten Typ I-IFN-Induktion (Tsuchida et al., 2010). TRIM56 interagiert mit STING 

und fördert dessen Ubiquitinierung, wobei die daraus resultierende Dimerisierung von 

STING erst die Rekrutierung von TBK1 und die Typ I-IFN-Induktion ermöglicht (Tsuchida 

et al., 2010).  

Von Takaoka und Kollegen wurde 2007 „DNA-dependent activator of IFN-regulatory 

factors“ (DAI), auch „Z-DNA binding protein 1“ (ZBP1) oder DLM-1 genannt, als möglicher 

Kandidat für einen zytosolischen DNA-Rezeptor identifiziert (Takaoka et al., 2007). Sie 

zeigten, dass DAI zytosolische dsDNA bindet und dass eine Expression von DAI in 

murinen Fibroblasten die DNA-abhängige Induktion von Typ I-IFN erheblich steigert 

(Takaoka et al., 2007). Es konnte eine direkte Interaktion von DAI mit TBK1 und IRF3 

sowie eine Aktivierung von IRF3 als Antwort auf ds B-Form DNA nachgewiesen werden 

(Takaoka et al., 2007). Darüber hinaus zeigten Rebsamen und Kollegen eine Beteiligung 

von RIP1 und 3 an der DAI-vermittelten Aktivierung von NF-κB (Kaiser et al., 2008; 

Rebsamen et al., 2009). Dass DAI der einzige DNA-Sensor im Zytosol von Zellen ist, 

konnte jedoch durch die Generierung von ZBP1-defizienten Mäusen widerlegt werden 

(Ishii et al., 2008). In DAI-defizienten Mäusen konnte kein Phänotyp beobachtet werden, 

da die DNA-induzierte IFN-Produktion nicht signifikant niedriger ausfiel (Ishii et al., 2008). 

2009 beschrieben Ablasser sowie Chiu und Kollegen, dass synthetische AT-reiche 

dsDNA (poly dAdT) stattdessen von der RNA-Polymerase (Pol) III im Zytosol humaner 

monozytärer Zellen transkribiert wird und die daraus resultierende 5’-Triphosphat-

enthaltende dsRNA von RIG-I erkannt wird (Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009). 

Demnach kann der Pol III-RIG-I-vermittelte Signalweg bei einer Infektion mit Adenovirus, 

HSV und Epstein-Barr-Virus induziert werden.  

Darüber hinaus wurde 2009 AIM2 („absent in melanoma 2“) als Sensor von zytosolischer 

dsDNA identifiziert (Burckstummer et al., 2009; Fernandes-Alnemri et al., 2009; Hornung 

et al., 2009; Roberts et al., 2009). Nach Bindung von dsDNA rekrutiert und aktiviert AIM2 

Caspase 1, woraufhin unter Beteiligung von ASC („apoptosis-associated speck-like 

protein“) das AIM2-Inflammasom gebildet wird, das die Spaltung von pro-IL-1β zu IL-1β 
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und dessen Sekretion vermittelt. Allerdings ist AIM2 für die IFN-Induktion durch 

zytosolische dsDNA nicht von Bedeutung.  

2010 wurde IFI16 („interferon-inducible protein 16“) (Trapani et al., 1992) bzw. sein 

Mausortholog p204 (Choubey et al., 1989) von Unterholzner und Kollegen als weiterer 

intrazellulärer DNA-Sensor identifiziert, der die Induktion von IFN-β vermittelt 

(Unterholzner et al., 2010). Laut Unterholzner und Kollegen bindet IFI16 direkt an IFN-β-

induzierende virale DNA-Motive. Infolgedessen wird STING rekrutiert und über die 

Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-κB wird die Produktion von IFN-β veranlasst. Welche 

Eigenschaften bzw. welches Erkennungsmuster virale dsDNA zur Interaktion mit IFI16 

besitzen muss und wie IFI16 stimuliert wird, um MITA zu rekrutieren, konnten sie nicht 

beantworten.  

Es ist sehr wahrscheinlich, dass neben den bereits identifizierten DNA-Sensoren noch 

weitere existieren. Auch ein Zusammenspiel verschiedener Rezeptoren für die Erkennung 

von zytosolischer dsDNA wäre möglich.  

 

 

1.3  Das Typ I-Interferon (IFN)-System 

 

Typ I-Interferon (IFN) wurde vor mehr als 50 Jahren als antivirales Zytokin identifiziert, 

das von Virus infizierten Zellen sekretiert wird (Isaacs and Lindenmann, 1957; Nagano 

and Kojima, 1954). Nach heutigem Kenntnisstand besteht die Familie der Typ I-IFNs, 

deren Gene nur im Genom von höheren Vertebraten vorkommen, im Gegensatz zum IFN-

γ und -λ als einzigem Typ II- bzw. Typ III-IFN aus einer Vielzahl an Mitgliedern, die 

strukturell untereinander, jedoch nicht mit dem IFN-γ und dem IFN-λ verwandt sind. Im 

humanen System wurden bislang vier verschiedene Proteingruppen der Typ I-IFNs 

charakterisiert: IFN-α, -β, -κ und -ω (Roberts et al., 1998). In der Klasse der Mammalia 

wurden darüber hinaus noch weitere Typ I-IFNs identifiziert. Dazu zählt das nur innerhalb 

der Unterordnung Ruminantia verbreitete IFN-τ oder das IFN-δ, welches bisher nur in 

Schweinen und Pferden nachgewiesen werden konnte (Lefevre et al., 1998; Roberts et 

al., 1998). Trotz dieser Vielfalt sind das IFN-α und -β die wesentlichen Mediatoren bei der 

Etablierung einer antiviralen Aktivität des Immunsystems und immunologisch am 

relevantesten.  

Während in der überwiegenden Mehrzahl der untersuchten Säugetierarten für das IFN-β 

nur je ein Genlocus nachgewiesen wurde, setzt sich das IFN-α aus einer Multigen-Familie 

von mehr als zehn Isoform-Genen zusammen, die in einem Gencluster angeordnet sind 
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(Roberts et al., 1998). Die Aktivierung der IFN-β-Gene wird über die 

Transkriptionsfaktoren ATF2/c-jun, NF-κB und IRFs durch Bindung spezifischer Motive in 

der IFN-β-Promoterregion, die „positive regulatory domain“ (PRD) IV, PRDII bzw. PRDI/III, 

reguliert (Du and Maniatis, 1992; Fujita et al., 1989; Lenardo et al., 1989; Miyamoto et al., 

1988). Diese Aktivatoren bilden ein so genanntes „Enhanceosom“ und aktivieren 

gemeinsam die Transkription der IFN-β-Gene (Carey, 1998). Der Promoter der IFN-α-

Gene beinhaltet hingegen nur PRDI/III-ähnliche Motive (Ryals et al., 1985). Dies macht 

IRFs für die Aktivierung aller Typ I-IFN-Gene notwendig, wobei unter den neun 

identifizierten Mitgliedern der IRF-Familie (IRF1-9) vor allem IRF3 und 7 eine tragende 

Rolle bei der Aktivierung von IFN-α/β spielen (Honda et al., 2005b; Sato et al., 2000).  

Die biologische Aktivität des Typ I-IFN wird durch die Bindung an den gemeinsamen 

transmembranen Typ I-IFN-Rezeptor (IFNAR), der aus den Untereinheiten IFNAR1 und 2 

besteht (Uze et al., 2007), sowie den infolgedessen aktivierten Jak (Janus Kinase)-Stat 

(„signal transducer and activator of transcription“)-Signalweg vermittelt (Schindler et al., 

2007). Stat1 und Stat2 werden durch die Jak-Kinasen Jak1 und Tyk2 (Tyrosin Kinase 2) 

an spezifischen Tyrosinresten phosphoryliert. Daraufhin wird ein „IFN-stimulated gene 

factor 3“ (ISGF3)-Komplex gebildet, der sich aus Stat1, Stat2 sowie dem DNA-bindenden 

IRF9 zusammensetzt und in den Zellkern translokalisiert. Dort bindet der ISGF3-Komplex 

an bestimmte Nukleotidsequenzen, die so genannten „IFN-stimulated response elements“ 

(ISREs), in den Promoterregionen von „IFN-stimulated genes“ (ISGs) (Leonard and 

O'Shea, 1998). ISREs sind an der Induktion von über 300 ISGs beteiligt, die eine Vielfalt 

von biologischen Funktionen zelltypspezifisch regulieren (Der et al., 1998), darunter die 

Gene für PKR („dsRNA-dependent protein kinase“) (Kerr et al., 1977; Meurs et al., 1990), 

OAS (Marie et al., 1990; Sadler and Williams, 2008), ADAR („RNA-specific adenosine 

deaminase“) (Patterson and Samuel, 1995) sowie Mx („myxovirus resistance GTPase“) 

(Kochs and Haller, 1999), die als Regulatoren der antiviralen Abwehr dienen (Sadler and 

Williams, 2008).  

Eine Hauptwirkung der Typ I-IFNs, die in erster Linie von Immunzellen wie DCs und 

Makrophagen sekretiert werden, besteht in der Aktivierung von DCs und der Aufregulation 

von MHC und ko-stimulatorischen Molekülen (CD40, CD80, CD86) auf deren 

Zelloberfläche, wodurch eine effiziente Antigenpräsentation ermöglicht wird (Baccala et 

al., 2007). Zudem fördern Typ I-IFNs das Überleben der DCs. Die aktivierten DCs 

produzieren wiederum Zytokine wie BAFF („B cell activating factor of the TNF family“), 

auch Blys („B lymphocyte stimulator“) genannt, und APRIL, die gemeinsam mit IFN-α/β 

das Überleben und die Differenzierung von B-Zellen sowie den Klassenwechsel fördern 

(Baccala et al., 2007). Die Wirkung von Typ I-IFNs auf T-Zellen äußert sich in einer 
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erhöhten Aktivierung, einem verlängerten Überleben, „Cross-Priming“ sowie einer TH1-

Verschiebung (Baccala et al., 2007; Stetson and Medzhitov, 2006b). Auch NK-Zellen 

werden durch Typ I-IFNs aktiviert (Stetson and Medzhitov, 2006b).  

Neben ihrer zentralen Bedeutung im Rahmen der angeborenen und adaptiven 

Immunabwehr scheinen die Typ I-IFNs darüber hinaus in der Entwicklung von 

Autoimmunantworten eine wichtige Rolle zu spielen. So sind in Patienten mit LE die IFN-

α-Mengen im Serum und in den betroffenen Geweben während aktiver Krankheitsphasen 

deutlich erhöht (Baccala et al., 2007).  

 

 

1.4  Ultraviolette (UV-) Strahlung 

 

1.4.1 UV-Strahlung und ihre biologische Wirkung auf das 
Immunsystem der Haut 

 

Ultraviolette (UV-) Strahlung repräsentiert 45 % des gesamten Sonnenlichtspektrums und 

wird nach ihrer Wellenlänge in den UV-A- (320-400 nm), den UV-B- (295-320 nm) und 

den UV-C-Bereich (100-295 nm) unterteilt. Aufgrund der Absorption von UV-Strahlung 

unter 310 nm durch atmosphärischen Sauerstoff sowie die Ozonschicht in der 

Erdatmosphäre, dringen die energiereiche, kurzwellige UV-C-Strahlung sowie beinahe 90 

% der langwelligeren UV-B-Strahlung nicht bis zur Erdoberfläche vor (van der Leun, 

2004). Im Zuge der Ozonausdünnung muss jedoch damit gerechnet werden, dass in 

Zukunft größere Anteile dieser Strahlung bis auf die Erdoberfläche gelangen könnten 

(Norval, 2006). So konnte für die UV-B-Strahlung bereits eine Korrelation zwischen 

abnehmendem Ozongehalt in der Stratosphäre und zunehmend höherer UV-B-Strahlung 

auf der Erde nachgewiesen werden (Seckmeyer et al., 1994). Die langwellige UV-A-

Strahlung, die von der Atmosphäre in nur sehr geringem Maße zurückgehalten wird, stellt 

mit ca. 95 % den prozentual größten Anteil der auf der Erde messbaren UV-Strahlung dar 

(Maverakis et al., 2010).  

Obwohl die UV-Strahlung letztlich nur etwa 6 % der Globalstrahlung ausmacht, besitzt sie 

aufgrund ihrer Kurzwelligkeit ein enormes energetisches Potenzial. Sie kann Moleküle 

ionisieren und chemische Reaktionen induzieren (Maverakis et al., 2010). Der 

Hauptwirkungsort der UV-Strahlung ist die Haut (Kindl and Raab, 1998), die sich von 

außen nach innen aus der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut (Dermis, Cutis, Corium) 
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und der Unterhaut (Subcutis) zusammensetzt, wobei die Eindringtiefe und die Wirkung 

der UV-Strahlung maßgeblich von deren Wellenlänge abhängen. Die langwelligen UV-A-

Strahlen dringen viel tiefer in die Haut ein als UV-B- oder UV-C-Strahlen. Etwa 50 % der 

UV-A-Strahlung erreicht das Corium und bis zu 1 % die Subcutis. Die UV-B-Strahlen 

dringen hingegen nur zu 10 % in das Stratum basale, die unterste Schicht der Epidermis, 

vor. Ihr Hauptanteil wird ebenso wie Strahlung unter 200 nm fast vollständig von der 

obersten Schicht der Epidermis, dem Stratum corneum, absorbiert (Kindl and Raab, 1998) 

(Abbildung 1.2).  

 

 
 
Abbildung 1.2: Eindringvermögen von UV-A-, UV-B- und UV-C-Strahlung in die menschliche Haut.  
Ca. 90 % der UV-B- und fast die gesamte UV-C-Strahlung werden in der Ozonschicht der Erdatmosphäre 

absorbiert. UV-A-Strahlen erreichen hingegen zu ca. 95 % die Erdoberfläche. Mit zunehmender Wellenlänge 

dringen die UV-Strahlen tiefer in die menschliche Haut vor. Auch ihre Wirkung auf die unterschiedlichen in der 

Haut lokalisierten Zellen wird von ihrer Wellenlänge bestimmt.  
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Aufgrund ihrer großen Eindringtiefe in die Haut gelten UV-A-Strahlen als 

Hauptverursacher lichtinduzierter Hautalterung („Photoaging“), die durch irreguläre 

Pigmentierung, erweiterte Kapillargefäße, übermäßige Verhornung sowie Veränderungen 

des elastischen Bindegewebes der Dermis charakterisiert ist (Krutmann, 2003). Des 

Weiteren induziert UV-A-Strahlung eine Sofortpigmentierung („immidiate pigment 

darkening“), also eine Photooxidation von Melaninvorstufen ohne photoprotektive 

Wirkung, sowie die Synthese und Freisetzung von Melanin, welches eine auf die 

Basalzellschicht beschränkte Spätpigmentierung verursacht. Während UV-A-Strahlung 

erst in höheren Dosen Erytheme auslöst, besitzt UV-B-Strahlung eine 500-1000-fach 

höhere Erythemwirksamkeit und ist in erster Linie für eine Entzündungsreaktion der Haut 

mit Rötung, Schwellung, Schmerz und Juckreiz, den so genannten Sonnenbrand 

(Erythema solare), 6-24 h nach UV-Überdosierung verantwortlich (Spencer and Amonette, 

1995). Eine Bestrahlung mit einer UV-B-Dosis, die über der minimalen Erythemdosis liegt, 

führt histologisch zu charakteristischen phototoxischen Veränderungen an epidermalen 

Keratinozyten, die bei UV-A-Strahlen hingegen unbeschädigt bleiben (Font et al., 1992). 

Die Keratinozyten gehen infolge übermäßiger UV-B-Exposition in großer Zahl in Apoptose 

und werden als „sunburn cells“ bezeichnet (Kerr et al., 1972; Olson and Everett, 1975). 

Darüber hinaus führen UV-B-Strahlen zu einer Spätpigmentierung der gesamten 

Epidermis nach 48-72 h. Zu den positiven Effekten der UV-B-Strahlung zählen 

insbesondere die unter ihrer Einwirkung stattfindende Photoisomerisierung von 7-

Dehydrocholesterol und Ergosterol zu den biologisch wirksamen Vorstufen des Vitamin D2 

und D3 (Maverakis et al., 2010; Schwarz, 2003) sowie ihre Fähigkeit ausgewählte 

zellvermittelte Immunantworten zu hemmen, z.B. die Autoimmunität gegen UV-B-

induzierte Hauttumore, gegen kontaktsensibilisierende Substanzen, gegen Transplantate 

sowie gegen bestimmte Mikroorganismen (Schwarz, 2003). Andererseits kann eine 

chronische UV-Exposition insbesondere gegenüber UV-B-Strahlung überaus schädlich für 

den Organismus sein, da sie sowohl direkt an der DNA als auch indirekt über freie 

Radikale mutagen wirkt und Hautkrebs induzieren kann (Brash et al., 1991; Cadet et al., 

2001; de Gruijl, 1999; Greinert et al., 2003; Ziegler et al., 1993).  

UV-C-Strahlung gelangt zwar aufgrund der Filterwirkung der Erdatmosphäre praktisch 

nicht in die Nähe der Erdoberfläche, aus Untersuchungen mit UV-C-Lampen ist allerdings 

bekannt, dass sie 6 h nach Exposition an der Haut ein Erythem auslöst, die UV-C-

bedingte Hautbräunung ist hingegen gering (Maverakis et al., 2010; Schwarz, 2003). 

Außerdem führt UV-C- mehr noch als UV-A- und UV-B-Strahlung zu einer konjunktivalen 

Reizung (Schwarz, 2003). 
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1.4.2  Direkte und indirekte DNA-Schäden 

 

Die Wirkung von UV-Strahlung auf die Haut beruht in erster Linie auf der Absorption ihrer 

Strahlungsenergie durch Biomoleküle und Zellstrukturen. Die wichtigsten Chromophore 

der Haut sind neben Zellmembranen und Enzymen die aromatischen Basen der DNA. Ihr 

Absorptionsspektrum liegt im kurzwelligen UV-B/C-Bereich. Die Tatsache, dass das 

Absorptionsmaximum von DNA bei 260 nm liegt, hat zu einer breiten Nutzung von UV-C-

Lampen in Laborstudien geführt (Batista et al., 2009). Durch die aufgenommene 

Strahlungsenergie werden die Moleküle in einen angeregten Zustand versetzt, der zu 

einer permanenten chemischen Modifikation des Chromophors, der Entstehung eines so 

genannten Photoprodukts, führen kann. Das häufigste in der DNA vorkommende UV-

Photoprodukt ist das Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) (Ley, 1983) (Abbildung 1.3). Es 

entsteht durch photochemische (2+2)-Cycloaddition zweier benachbarter Pyrimidine, 

wobei die Bindung zwischen den beiden Pyrimidin-Molekülen an den Positionen C5 und 

C6 geknüpft wird. Es gibt die Kombinationen Thymin-Thymin (T-T), Thymin-Cytosin (T-C), 

Cytosin-Thymin (C-T) und Cytosin-Cytosin (C-C), wobei T-T-Dimere in der Natur 

signifikant häufiger vorkommen als die anderen (Setlow and Carrier, 1966). Besonders 

gefährdet sind also Regionen auf einem DNA-Strang, in denen sich zwei Thymin-

Moleküle in direkter Nachbarschaft befinden, so genannte „hot spots“ (Brash and 

Haseltine, 1982).  

Ein weiteres durch UV-Strahlung induziertes Photoprodukt ist das Pyrimidin-(6-4)-

Pyrimidon-Photoprodukt (6-4-PP) (Abbildung 1.3), das durch eine Bindung zwischen der 

C6-Position des 5’-Pyrimidins und der C4-Position des 3’-Pyrimidins entsteht (Rosenstein 

and Mitchell, 1987). Durch Photoisomerisierung der 6-4-PPs können darüber hinaus 

durch Absorption langwelligerer Strahlung noch Dewar-Valenz-Isomere gebildet werden 

(Douki et al., 2003; Perdiz et al., 2000).  

Laut Kao und Kollegen entstehen CPDs und 6-4-PPs in einem Verhältnis von 10:1 (Kao 

et al., 1993), die relativen Raten der Bildung von CPDs und 6-4-PPs variieren jedoch stark 

und hängen von der spezifischen DNA-Sequenz sowie der Energie und Wellenlänge der 

UV-Strahlung ab. Während CPDs nach UV-B- und UV-C-Bestrahlung vor allem an T-T-

Sequenzen entstehen (Sage, 1993), werden 6-4-PPs bevorzugt nach UV-C-Bestrahlung 

an T-C-Sequenzen gebildet (Bourre et al., 1987; Douki et al., 1997; Lippke et al., 1981). 

CPDs und 6-4-PPs bewirken eine Konformationsänderung der DNA-Doppelhelix, die bei 

unzureichender Reparatur zur Entartung der Zelle führen kann, da diese Läsionen die 

Replikations- und Transkriptionsmaschinerie blockieren können (Costa et al., 2003). 
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Unter Einwirkung von UV-Strahlung mit zunehmender Wellenlänge kommt es zu 

Strangbrüchen und Veränderungen einzelner Basen. Während bei einer Wellenlänge von 

254 nm in erster Linie Pyrimidin-Dimere nachweisbar sind, sind bei 365 nm beide Effekte 

etwa im Gleichgewicht, zwischen 340 und 500 nm überwiegen Einzelstrangbrüche (Peak 

et al., 1987).  

 

 
 
Abbildung 1.3: Struktur UV-modifizierter DNA-Läsionen modifiziert nach (Li et al., 2006). 

Durch direkte Absorption von Strahlungsenergie des UV-Lichts wird in der DNA die Bildung von 

Photoprodukten wie Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPDs) und (6-4)-Pyrimidon-Photoprodukten (6-4-PPs) 

aus Dipyrimidinen induziert (R: H oder CH3). 

 

Ein indirekter Schädigungsmechanismus der DNA läuft über die Generierung reaktiver 

Sauerstoffspezies („reactive oxygen species“, ROS). Dabei wird die Strahlungsenergie 

nicht von den Pyrimidinen und Purinen in der DNA sondern von einem 

Photosensibilisator-Molekül absorbiert. Infolgedessen geht es in einen energetisch 

angeregten Singulettzustand und kann entweder unter Bildung freier Radikale direkt mit 

dem DNA-Molekül interagieren oder seine Energie auf molekularen Sauerstoff 

transferieren, wodurch ROS induziert werden (Batista et al., 2009), die mit Biomolekülen 

wie Lipiden, Proteinen oder der DNA wechselwirken können (Cotgreave, 1996). Bei der 

Generierung von ROS entsteht initial durch Reduktion molekularen Disauerstoffs das 

Superoxidradikalanion (O2●
-), das lediglich eine geringe Reaktivität und Toxizität besitzt. 

Im nächsten Schritt entsteht durch Dismutation Wasserstoffperoxid (H2O2). Es ist 

chemisch stabiler als Sauerstoffradikale und kann über größere Strecken diffundieren und 

sowohl Zell- als auch Organellenmembranen überwinden (Wiseman and Halliwell, 1996). 
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Wie die Peroxylradikale (HO2●
-), die ebenfalls als Vertreter der ROS infolge von UV-

Bestrahlung auftreten, reagiert H2O2 nicht direkt sondern über Zwischenprodukte mit der 

DNA (Dizdaroglu et al., 1993; Halliwell and Aruoma, 1991). Seine Hauptreaktivität geht 

auf die Bildung von sehr kurzlebigen und deshalb sehr reaktiven Hydroxylradikalen (OH●) 

zurück (Halliwell and Aruoma, 1991). Neben H2O2 entstehen darüber hinaus noch weitere 

nichtradikalische Sauerstoffverbindungen, die entweder eine oxidierende Wirkung 

besitzen und/oder leicht in Radikale konvertiert werden können, z.B. Hypochlorige Säure 

(HOCl), Ozon (O3), Peroxynitrit (ONOO-) und Singulett-Sauerstoff (1O2).  

Vor allem langwelligere UV-A-Strahlung wirkt über die Bildung von ROS auf die DNA ein. 

Sie wird von endogenen Chromophoren beispielsweise Flavinen, NADH, 2-Thiouracil oder 

Porphyrinen absorbiert (Cunningham et al., 1985), wodurch freie Radikale und ROS 

gebildet werden, die durch Energietransfer an die DNA Strangbrüche und oxidative 

Basenschäden sowie DNA-Protein-„Crosslinks“ induzieren (Hönigsmann and Dubertret, 

1996). Unterschiedliche DNA-Läsionen entstehen, je nachdem ob der Angriff der ROS auf 

die DNA am Zucker oder an der Base erfolgt. So führt ein Angriff von Hydroxylradikalen in 

C3-, C4- oder C5-Position z.B. zur Bildung von Strangbrüchen, während durch den Angriff 

auf die C1-Position ein Lakton gebildet wird (Cadet et al., 1999). Besonders kritische 

Modifikationen entstehen beim Angriff an der Base, da diese Basenläsionen potentiell 

mutagen sind. Am häufigsten und auch am besten untersucht ist die 

Guanosinmodifikation 8-Hydroxy-2’-desoxyguanosin (8-OH-dG) bzw. 8-Oxo-2’-

desoxyguanosin (8-oxo-dG) (Floyd et al., 1988; Kasai, 1997; Ravanat et al., 2001) 

(Abbildung 1.4). Ihr Anteil an der Gesamtheit der auftretenden oxidativen 

Basenmodifikationen wird auf ca. 5 % geschätzt (Beckman and Ames, 1997; Dizdaroglu, 

1992). 8-OH-dG entsteht durch Oxidation des Guanins in 4-, 5- oder 8-Position des 

Purinrings (Floyd et al., 1988; Kasai, 1997). Bei der Replikation paart es sowohl mit 

Cytosin als auch fehlerhaft mit Adenin gleichermaßen gut, was zu einer Transversion von 

G-C zu A-T in der DNA führt (Grollman and Moriya, 1993; Kasai, 1997; Wood et al., 

1990). Seine schnelle Beseitigung aus dem Genom ist daher für eine normale 

Zellentwicklung unerlässlich (Batista et al., 2009).  
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Abbildung 1.4: Struktur des 8-Hydroxy-2’-desoxyguanosins (8-OH-dG).  
Infolge von UV-Strahlung generierte ROS induzieren Modifikationen an den Basen der DNA. Durch Oxidation 

des 2’-Desoxyguanosins entsteht das mutagene 8-Hydroxy-2’-desoxyguanosin (8-OH-dG) bzw. 8-Oxo-2’-

desoxyguanosin (8-oxo-dG). 

 

 

1.4.3 Wichtige endogene Schutz- und Reparaturmechanismen vor UV-

Strahlung 
 

Um sich vor den schädigenden Einflüssen der UV-Strahlung zu schützen und die 

Integrität der Zellen sowie ihres Genoms zu bewahren, verfügt die menschliche Haut über 

eine Reihe von Schutzmechanismen.  

Melanin, ein UV-absorbierendes Pigment in der Haut, ist beispielsweise in der Lage, UV-

Strahlung in harmlose Wärme umzuwandeln (Maverakis et al., 2010). Es wird infolge von 

UV-Exposititon in Melanozyten gebildet und dann in Keratinozyten transferriert (Maverakis 

et al., 2010), wobei UV-induzierte CPDs und 6-4-PPs in der DNA anscheinend essentiell 

für die Initiation dieser Prozesse sind (Eller et al., 1994).  

Ebenfalls zu den endogenen photoprotektiven Mechanismen der Haut zählt die so 

genannte Lichtschwiele. Hierbei handelt es sich um eine Verdickung der Epidermis durch 

eine Verbreiterung des Stratum spinosum (Akanthose) sowie eine Verdickung der 
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Hornhaut (Hyperkeratose) aufgrund beschleunigter Zellteilung, die durch wiederholte UV-

Exposition ausgelöst wird.  

Darüber hinaus dienen antioxidative Enzyme der Photoprotektion, indem sie ROS zu 

unschädlichen Metaboliten reduzieren. So katalysiert die Superoxid-Dismutase die 

Reaktion von Superoxidradikalanionen mit Protonen zu Wasserstoffperoxid und 

Disauerstoff. Die Katalase katalysiert die Zersetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser 

und Disauerstoff und die Glutathion-Peroxidase sowie die Glutathion-Reductase entgiften 

organische Peroxide bzw. Wasserstoffperoxid zu Alkoholen und Wasser. Auch Proteine 

ohne unmittelbare Enzymfunktion wie das Transferrin haben eine antioxidative Funktion, 

dadurch dass sie Eisen oder Kupfer binden und so ROS generierende Fenton-Reaktionen 

verhindern (Stocker et al., 1991). Zudem gibt es niedermolekulare nicht-enzymatische 

Antioxidantien, die freie Radikale abfangen können (Stocker et al., 1991). Zu den 

fettlöslichen zählen α-Tocopherol, Ubichinon 10, Lycopen, Carotinoide, Lutein und 

Zeaxanthin, zu den wasserlöslichen Glukose, Pyruvat, Harnsäure, Ascorbinsäure, 

Bilirubin und Glutathion.  

Um maligne Transformationen zu verhindern, die durch bereits gesetzte DNA-

Schädigungen ausgelöst werden könnten, verfügen Zellen außerdem über umfassende 

Reparatursysteme, die unterschiedliche Schäden erkennen und eine Antwort darauf 

einleiten. Der Aktivierung dieser Reparatursysteme geht eine Expressionssteigerung des 

Tumorsuppressorgens p53 in der UV-geschädigten Zelle und ein Stopp des Zellzyklus in 

der G1-Phase voraus, wodurch eine DNA-Reparatur stattfinden kann, bevor sie in der S-

Phase repliziert wird (Smith et al., 1995). Bei UV-Bestrahlung insbesondere bei 

Wellenlängen zwischen 295 und 305 nm kann es vermutlich durch die Entstehung von 

Photoprodukten auch zu einem Zellzyklus-Arrest in der S- und G2/M-Phase kommen, um 

dem Fortschreiten der Replikation vorzubeugen (Weller et al., 1996). Es scheint, dass in 

erster Linie CPDs für den Zellzyklus-Arrest verantwortlich sind, wohingegen 6-4-PPs 

Apoptose induzieren (Lo et al., 2005). 

Eine Möglichkeit zur direkten Reparatur von UV-induzierten Photoprodukten stellt die 

Photoreaktivierung dar. Dies ist eine „light repair“-Reaktion, bei der DNA-Photolyasen 

(CPD-Photolyase bzw. 6-4-PP-Photolyase) an spezifische Photoprodukte binden und 

unter Absorption von Licht mit einer Wellenlänge von 300-500 nm den Cyclobutanring 

spalten (Garinis et al., 2006; Menck, 2002).  

Die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) ist ein weiterer, jedoch weitaus komplexerer 

Mechanismus zur Entfernung von Photoprodukten aus der DNA, an dem mindestens 30 

verschiedene Proteine beteiligt sind (Volker et al., 2001). Es werden zwei verschiedene 

Formen der NER unterschieden. Bei der „Global Genome Repair“ werden Schäden über 

den Proteinkomplex XPC („xeroderma pigmentosum complementation group C“)-HR23B 
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und den DDB1/DDB2 („damaged DNA binding 1/2“, p48 und p127) im gesamten Genom 

erkannt und anschließend beseitigt. Bei der „Transcription Coupled Repair“ werden 

hingegen in erster Linie Schäden in transkriptionell aktivierten Bereichen der DNA 

behoben, wobei die durch die Schädigung blockierte RNA-Polymerase II zunächst durch 

CSA und CSB („Cockaine Syndrome complementation group A/B“) entfernt wird (Batista 

et al., 2009; Costa et al., 2003). Die weiteren Schritte sind bei beiden Reparaturwegen 

identisch. XPA und RPA, die der weiteren Schadenerkennung dienen, dirigieren die 

Helikasen XPB und XPD zur UV-induzierten Läsion, um die DNA in diesem Bereich zu 

entwinden. Die Endonukleasen XPG und XPEF/ERCC1 trennen durch Schneiden in 3’- 

und 5’-Richtung die Photoprodukte zusammen mit einigen benachbarten Nukleotiden aus 

dem betreffenden DNA-Strang heraus. Das eliminierte Teilstück wird dann mit Hilfe der 

DNA-Polymerase β aus einzelnen Nukleotiden neu synthetisiert und durch die DNA-

Ligase I in die entstandene Lücke ligiert. Defekte im NER-Reparatursystem führen zu den 

seltenen rezessiven Erbkrankheiten Xeroderma pigmentosum, Cockayne-Syndrom und 

Trichothiodystrophie (de Boer and Hoeijmakers, 2000). Diesen Krankheiten ist eine 

hochgradige Sensitivität gegenüber Sonnen- bzw. UV-Strahlung gemeinsam, die sich 

auch bei NER-defizienten Zellen bzw. Mäusen widerspiegelt (Dunkern et al., 2001; Jans 

et al., 2005; Lehmann, 2003; Meunier et al., 2002; Schul et al., 2002). Außerdem 

entwickeln Patienten mit Xeroderma pigmentosum vermehrt UV-induzierte Hautkarzinome 

(Lehmann, 2003; Satoh et al., 1993).  

Über die Basen-Exzisionsreparatur (BER) werden UV-induzierte Einzelstrangbrüche 

(„single strand breaks“, SSBs), Basenschäden sowie der Verlust einzelner Basen 

aufgrund der veränderten Raumstruktur der DNA erkannt und repariert. Durch eine auf die 

Läsion spezialisierte DNA-Glykosylase wird zunächst die betreffende Base durch 

Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung vom Zucker abgetrennt, so dass eine basenfreie 

Lücke entsteht. Im Gegensatz zu monofunktionalen Glykosylasen verfügen bifunktionale 

Glykosylasen außerdem über eine intrinsische AP-Lyase-Aktivität, mittels derer sie selbst 

Phosphodiesterbindungen lösen können. Andernfalls wird die generierte 

apurine/apyrimidine (AP)-Stelle, die auch in großer Zahl direkt durch UV-Strahlung 

erzeugt wird, von der Endonuklease APE1 („apurinic/apyrimidinic-endonuclease 1“, Ref1) 

erkannt. Diese schneidet 5’ neben der AP-Stelle in das Zuckerphosphatrückgrat ein, was 

zur Bildung von 5’-Desoxyribose-5-Phosphat (dRP) und 3’-OH führt (O'Connor et al., 

2007). Im Falle der so genannten „short patch BER“ kommt es anschließend zum 

Verdrängen des dRP-Rests und gleichzeitig zum Einbau eines neuen Nukleotids durch 

die Polymerase β. Durch die Lyaseaktivität der Polymerase β wird anschließend der dRP-

Rest entfernt und es erfolgt die Ligation mit Hilfe des DNA-Ligase III-XRCC1 („X-ray repair 
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complementing defective repair in chinese hamster cells 1“)-Komplex. Alternativ wird 

durch die Aktivität von bestimmten Glykosylasen je nach Basenschaden auch die „long 

patch BER“ initiiert, z.B. bei oxidierten oder reduzierten AP-Stellen. Nach Dissoziation der 

Polymerase β findet dann eine DNA-Strangersatzsynthese durch die PCNA („proliferating 

cellular nuclear antigen“)-abhängigen Polymerasen ε und δ statt, die 2-8 Nukleotide an 

das von Polymerase β neu eingefügte Nukleotid synthetisieren. Dadurch entsteht ein 5’-

Überhang („flap“), an dessen Ende sich der 5’-dRP-Rest befindet. Dieser wird von der 

Flap-Endonuklease-1, die durch PCNA stimuliert und positioniert wird, erkannt und 

abgeschnitten. Mittels Ligase I, die ebenfalls mit PCNA sowie Polymerase β interagiert, 

erfolgt die Reparatur abschließende Ligation. Neben PCNA bestimmen auch die 

Aktivierungsenzyme „replication protein A“ (RPA) und „replication factor C“ (RFC) die 

Funktion der Replikationsenzyme.  

Für die Regulation der BER ist das Protein Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP-1) 

zuständig. PARP-1 detektiert SSBs, die durch ROS induziert werden oder die infolge 

enzymatischen Schneidens durch APE1 oder eine bifunktionale DNA-Glykosylase 

generiert werden (O'Connor et al., 2007), und bindet in dimerisierter Form hochaffin an 

die geschädigte DNA (Pion et al., 2005; Zhang et al., 1995). Unter einer etwa 500-fachen 

Aktivitätsteigerung innerhalb von Minuten synthetisiert PARP-1 große Mengen hochgradig 

negativ geladener, langer linearer und verzweigter ADP-Ribose-Polymere („Poly (ADP-

Ribose)“, PAR) (Krupitza and Cerutti, 1989), indem sie die Spaltung zellulärer 

Nicotinamidadenindinukleotide (NAD+) zu Nicotinamid und ADP-Ribose katalysiert und 

letztere auf Akzeptorproteine überträgt, an die noch weitere ADP-Ribose-Einheiten binden 

können. Das Hauptakzeptorprotein der PARylierung ist PARP-1 selbst, wobei die 

Automodifikation der Rekrutierung anderer Komponenten der BER dient, um die 

Reparatur von SSBs zu erleichtern (D'Amours et al., 1999). Darüber hinaus werden noch 

weitere Akzeptorproteine PARyliert und so deren Aktivität moduliert, z.B. NF-κB, DNA-PK 

(„DNA-dependent protein kinase“), p53, Topoisomerase I und Lamin B (O'Connor et al., 

2007). Durch eine Überaktivierung von PARP-1 kann es außerdem zu einer NAD+-

Depletierung und zu einer Translokation des Apoptose induzierenden Faktors aus den 

Mitochondrien in den Zellkern kommen (Ame et al., 2004). PARP-1 inaktiviert sich selbst, 

da die starke Negativladung des Polymers zu ihrer Dissoziation von der DNA führt, und 

wird infolgedessen von Poly (ADP-Ribose)-glykohydrolase (PARG) abgebaut (Bonicalzi et 

al., 2005). Störungen in diesem ubiquitär vorkommenden Reparaturweg sind aufgrund der 

essentiellen Bedeutung für die Zellfunktion grundsätzlich letal (Hoeijmakers, 2001).  

An der Erkennung, Signalweiterleitung und Reparatur von UV-induzierten 

Doppelstrangbrüchen („double strand breaks“, DSBs) sind ATM („ataxia-telangiectasia 

mutated“), ATR („ATM and Rad3 related“) und DNA-PK beteiligt (Abraham, 2004; Smith 
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and Jackson, 2003). Diese außerordentlich großen Proteine (> 250 kDa) gehören zu einer 

Familie bestehend aus sechs Protein-Serin/Threonin-Kinasen, die als 

„phosphatidylinositol 3-kinase related kinases“ (PIKKs) bezeichnet werden (O'Connor et 

al., 2007). Die DNA-PK ist direkt an der Reparatur von DSBs im Rahmen des 

nichthomologen Endjoinings (NHEJ) involviert (Smith and Jackson, 1999). Anders als bei 

der homologen Rekombination, die ebenfalls der Reparatur von DSBs dient, benötigt das 

NHEJ keine homologe Sequenz und findet hauptsächlich in der G0/G1-Phase des 

Zellzyklus statt (Johnson and Jasin, 2001). Es wird durch die spezifische Bindung des 

Ku70/Ku80-Heterodimers an die beiden DNA-Enden initiiert (Jeggo et al., 1992; Reeves 

and Sthoeger, 1989), das zusammen mit der katalytischen Untereinheit der DNA-PK, den 

DNA-PKCS, einen Komplex bildet (Sipley et al., 1995). Die Aktivierung dieses Komplexes 

durch Autophosphorylierung führt zur Annäherung der beiden DNA-Enden sowie zur 

Phosphorylierung weiterer Proteine. Phosphoryliertes Artemis entfernt als Endonuklease 

überschüssige DNA-Einzelstränge oder „Hairpins“ (Ma et al., 2002). Der 

Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN)-Komplex, der ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert wird 

und multimerisiert, prozessiert durch seine Aktivitäten als Exonuklease, Endonuklease 

und Helikase die DNA-Enden und stabilisiert zusammen mit Ku70/Ku80 die End-zu-End-

Verbindung (de Jager et al., 2001). Die abschließende Ligation der beiden DNA-Enden 

wird durch den XRCC4-DNA-Ligase IV-Komplex vorgenommen (Scharer, 2003).  

Im Gegensatz zur DNA-PK agieren ATM und ATR als Signalgeber an den Zellzyklus und 

an die Apoptosemaschinerie (Abraham, 2001). ATM wird infolge von 

Autophosphorylierung und Bindung über den MRN-Komplex an die DNA aktiviert 

(O'Connor et al., 2007). Für die Aktivierung und Rekrutierung von ATR an DSBs ist 

hingegen die Interaktion mit dem Regulatorprotein ATRIP nötig, das wiederum die 

Assoziation mit dem RPA-ssDNA-Nukleoproteinkomplex an den blockierten 

Replikationsgabeln begünstigt (Zou and Elledge, 2003). Ebenso wie ATM kann auch ATR 

CHK1 („checkpoint kinase 1"), den Regulatar des S- und G2/M-Checkpoints des 

Zellzyklus, aktivieren, aber nicht CHK2, die G1-Arrest und zum Teil auch Apoptose 

vermittelt (Bartek and Lukas, 2003). 
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1.4.4  Apoptose 

 

Die Apoptose stellt einen essentiellen Schutz gegen UV-induzierte, irreversible DNA-

Schädigungen dar. Mit dem Begriff „Apoptose“ wird der genetisch programmierte Zelltod 

(„programmed cell death“) bezeichnet, der von Kerr und Kollegen 1972 zum ersten Mal 

beschrieben wurde (Kerr et al., 1972). Dabei handelt es sich um ein aktiv induziertes 

Absterben einer Zelle ohne Beeinflussung benachbarter Strukturen. Die Apoptose ist 

daher scharf abzugrenzen von der Nekrose, einem degenerativen Prozess, der mit 

inflammatorischen Begleiterscheinungen einhergeht und der meist ganze Zellareale 

betrifft (Wyllie et al., 1980).  

Die Apoptose umfasst drei morphologische Phasen: In der initialen Phase kommt es zu 

einem Verlust der Zell-Zell-Interaktionen sowie zu Veränderungen im zellulären 

Wasserhaushalt, die zur Entwässerung und Kondensation des Zytoplasmas und somit zu 

einem Schrumpfen der Zelle führen. Das Chromatin kondensiert im Zellkern, der 

Halbmond- bzw. Sichelform annimmt. In der zweiten Phasen kommt es zu 

Membranblebbing (Bläschenbildung) und zu einer Fragmentierung des Zellkerns bzw. des 

Chromatins durch Endonukleaseaktivität, wobei DNA-Fragmente einer definierten Länge 

von 200 bp und deren Vielfache entstehen (Wyllie et al., 1980). Kleine 

membranumschlossene Abschnürrungen, die Chromatinfragmente, zum Teil intakte 

Organellen und/oder Zytoplasma enthalten, die so genannten „apoptotic bodies“, werden 

sichtbar. Diese werden von Nachbarzellen oder Phagozyten aufgenommen und 

abgebaut, ohne dass eine Entzündungsreaktion stattfindet. In der dritten Phase 

degenerieren die restlichen Kern- und Zytoplasmastrukturen.  

Werden UV-induzierte DNA-Schäden nicht mit Hilfe der unterschiedlichen 

Reparatursysteme beseitigt, löst der Tumorsuppressor p53, der infolge von UV-Strahlung 

verstärkt exprimiert wird, Apoptose aus (van den Oord et al., 1994). Die Ursache für die 

vermehrte Bildung von p53 scheint laut Nelson und Kastan allerdings weniger in der 

Generierung von Thymindindimeren zu liegen als vielmehr in dem durch die DNA-

Reparatur verursachten Strangbruch (Nelson and Kastan, 1994). Als eine weitere 

Möglichkeit zur Auslösung der UV-induzierten Apoptose wird darüber hinaus die Bildung 

verschiedener DNA-Schäden diskutiert, die einen Transkriptionsstopp und somit eine 

verringerte Expression von anti-apoptotischen Proteinen bewirken (Roos and Kaina, 

2006). p53 induziert pro-apoptotische Proteine der Bcl-2 Familie wie Bax („bcl-2-

associated x protein“). Diese stimulieren die intrinsische Apoptosekaskade in der Zelle, 

indem sie vermutlich die Aktivität von Membrankanälen der äußeren 

Mitochondrienmembran regulieren, durch die pro-apoptotische Faktoren wie Cytochrom c 



1 Einleitung 

 38 

ins Zytosol freigesetzt werden können (Cohen-Jonathan et al., 1999). Im Zytosol bildet 

sich ein Komplex aus Cytochrom c, ATP, Procaspase 9 und Apaf-1 („apoptosis protease 

activating factor-1“). In diesem als Apoptosom bezeichneten Proteinkomplex wird die 

Caspase 9 proteolytisch aktiviert, welche im nächsten Schritt die Effektor-Caspasen 3 und 

7 aktiviert. Diese wiederum katalysieren die proteolytische Spaltung von Zellsubstraten 

wie PARP, Lamin B und dem Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase (ICAD, DFF-45), 

wobei durch letzteres die Caspase-aktivierte DNase (CAD, DFF-40) aus dem „DNA 

fragmentation factor“ (DFF) freigesetzt wird und Chromatin spalten kann. Auf diese Weise 

kommt es zu den charakteristischen morphologischen Veränderungen der Apoptose.  

Darüber hinaus kann UV-Strahlung über die Generierung von ROS den intrinsischen 

Signalweg initiieren, da diese mit Lipiden interagieren und so intrazelluläre Membranen 

inklusive der äußeren Mitochondrienmembran schädigen. Infolgedessen wird ebenfalls 

Cytochrom c aus dem Mitochondrium freigesetzt und die Caspase-Kaskade über 

Caspase 9 in Gang gesetzt (Batista et al., 2009; Kulms and Schwarz, 2002; Roos and 

Kaina, 2006).  

UV-induzierte Apoptose kann aber auch über eine Aktivierung von Todesrezeptoren z.B. 

FAS (CD95) oder TNF-Rezeptor 1 (TNFR1, CD120a) auf der Zelloberfläche eingeleitet 

werden (extrinsischer Apoptosesignalweg) (Kulms et al., 2002; Leverkus et al., 1997). 

Über das Vermittlerprotein FADD wird Caspase 8 aktiviert, welche die Signalkaskade zu 

den Effektorkaskaden initiiert. Durch Aktivierung des TNFR1 infolge von UV-Exposition 

können zudem über TRADD und TRAFs die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 

aktiviert werden, die anti-apoptotische Wirkungen besitzen. UV-Strahlen sollen zudem 

über Faktoren an der Membran (Sphingomyelin) sowie im Zytoplasma (Ceramid) die 

Apoptose in der Zelle beeinflussen können (Haimovitz-Friedman, 1998). 

 

 

1.4.5  Immunsuppressive Effekte der UV-Strahlung 

 

UV-Strahlung wirkt in den meisten Situationen immunsuppressiv und löst dabei eine 

Vielzahl unterschiedlicher Effekte aus. Zum einen beeinflusst sie immunkompetente 

Zellen wie die Langerhans Zellen und das Zytokinmilieu in der Haut. Langerhans Zellen, 

deren Funktion in der Haut darin besteht, als Antigen-präsentierende DCs T-Zellen zu 

stimulieren (Stingl et al., 1978), sind sehr sensitiv gegenüber UV-Strahlung. Infolgedessen 

gehen sie vermehrt in Apoptose (Meunier et al., 1995), migrieren verstärkt in die 

Lymphknoten (Dandie et al., 1998; Vink et al., 1996) und verändern ihren 

Oberflächenphänotyp durch eine drastisch reduzierte Expression von 
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Oberflächenmolekülen wie MHC II, ICAM („inter-cellular adhesion molecule“) und B7, 

wodurch sie ihre Funktion als APCs verlieren (Aberer et al., 1981; Dandie et al., 1998; 

Weiss et al., 1995). Die veränderten Langerhans Zellen induzieren die Anergie oder 

Deletion von TH1-Zellen und stimulieren stattdessen regulatorische T-Zellen (Simon et al., 

1994). Die regulatorischen T-Zellen wiederum vermitteln Immunsuppression, indem sie 

das CD95/CD95L (Fas/FasL)-System aktivieren, um weitere APCs in Apoptose zu treiben 

(Schwarz, 1998). Darüber hinaus schaffen die regulatorischen T-Zellen durch Sekretion 

von IL-10 und TGF („transforming growth factor“)-β ein anti-inflammatorisches 

Zytokinmilieu und hemmen die Produktion von antagonistisch wirkendem IL-12. Auch in 

die Haut infiltrierende Makrophagen sowie Keratinozyten sekretieren IL-10 (Enk et al., 

1995; Kang et al., 1994). Das anti-inflammatorische IL-10 inhibiert zum einen die 

Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, zum anderen die Oberflächenexpression von 

MHC II und weiteren ko-stimulatorischen Molekülen, die für die T-Zell-Aktivierung und 

Antigenerkennung erforderlich sind (Maverakis et al., 2010), was wiederum den 

Funktionsverlust von APCs und die Induktion regulatorischer T-Zellen nach sich zieht 

(Beissert et al., 1995). Intraepidermale T-Zellen werden darüber hinaus auch direkt durch 

UV-B-Strahlung apoptotisch (Krueger et al., 1995). 

Einen weiteren Erklärungsansatz für die immunsuppressive Wirkung von UV-Strahlung 

bietet die Urocaninsäure. Sie befindet sich in relativ großer Menge in der Epidermis und 

ist in der Lage, UV-B-Strahlung zu absorbieren, wodurch sie vom trans- in ihr cis-Isomer 

umgewandelt wird (De Fabo and Noonan, 1983). In dieser Form kann sie die Zahl der 

Langerhans Zellen um die Hälfte reduzieren (Kurimoto and Streilein, 1992b), die Aktivität 

von NK-Zellen (Gilmour et al., 1993) und polymorph kernhaltigen Zellen unterdrücken 

(Kivisto et al., 1996), die Sekretion von Zytokinen wie TNF-α fördern (Kaneko et al., 2008; 

Kurimoto and Streilein, 1992a, b) und die Migration von IL-10 exprimierenden Zellen 

induzieren (Moodycliffe et al., 1996).  

 

 

1.4.6  Immunaktivierende Effekte von UV-Strahlung 

 

UV-Strahlung kann das Immunsystem der Haut auch aktivieren. So induziert UV-

Exposition über die Aktivierung von NF-κB die Sekretion verschiedener inflammatorischer 

Mediatoren, darunter IL-1, IL-6, TNF-α und VEGF („vascular endothelial growth factor“) 

(Abeyama et al., 2000; Maverakis et al., 2010). In erster Linie produzieren Keratinozyten 

und Mastzellen TNF-α und IL-1 (Kock et al., 1990; Walsh, 1995). TNF-α löst in einer 

Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen Effekte aus. Es erhöht die MHC I-Expression auf 
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Endothelzellen und dermalen Fibroblasten (Collins et al., 1986), induziert die Produktion 

von IL-1α (Dinarello et al., 1986) und steigert die Expression von Adhäsionsmolekülen wie 

ICAM-1, VCAM-1 („vascular cell adhesion molecule 1“) und E-Selectin unter anderem auf 

Endothelzellen (Groves et al., 1995), um die Migration von Neutrophilen und zur 

Antigenpräsentation fähigen Makrophagen in die UV-exponierte Haut zu unterstützen 

(Baadsgaard et al., 1987). Darüber hinaus fördert es die Bildung von „sunburn cells“ 

(Schwarz et al., 1995).  

IL-1β liegt als inaktive Vorstufe in Keratinozyten vor. Infolge von UV-Exposition wird ein 

Caspase 1-aktivierender Multiproteinkomplex, das so genannte NLRP3-Inflammasom, 

gebildet, das neben NLRP3 („NOD-like receptor family, pryin domain containing 3“) und 

Caspase 1 auch das Adaptermolekül ASC enthält. Aktivierte Caspase 1 prozessiert die 

inaktive Proteinproform pro-IL-1β in das biologisch aktive Zytokin IL-1β, das von den 

Keratinozyten sekretiert wird und eine pro-inflammatorische Wirkung besitzt. Es wird mit 

einer Vielzahl von entzündlichen Erkrankungen sowie mit Autoimmunität assoziiert 

(Maverakis et al., 2010). 

Darüber hinaus sekretieren Keratinozyten noch weitere Zytokine wie das chemotaktische 

IL-8, das für den starken Einstrom von inflammatorischen Zellen in die UV-exponierte 

Haut mitverantwortlich ist (Kondo et al., 1993). Auch die Expression von IL-12 wird als 

Antwort auf UV-A- aber nicht auf UV-B-Strahlung aufreguliert (Kondo and Jimbow, 1998). 

Neben NF-κB werden auch die als Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPKs) 

bezeichneten MAPKs p38 und JNK durch UV-Strahlung oder UV-induzierte Zytokine im 

Zytoplasma aktiviert (Coulthard et al., 2009; Kumar et al., 2003; Kyriakis and Avruch, 

2001; Nagai et al., 2007; Pearson et al., 2001). Dies geschieht über eine dreistufige 

Aktivierungskaskade, bei der MAPK-Kinasen (MAPKKs, MEKs bzw. MKKs), die selbst 

Substrate der MAPKKKs (MEKKs bzw. MKKs) sind, die MAPKs phosphorylieren und 

somit aktivieren. Als MAPKKK wurde unter anderem die Kinase TAO („thousand and one 

amino acid“) identifiziert, die nach Bildung von UV-induzierten DSBs über ATM aktiviert 

wird und über die MAPKKs MKK3 und 6 die Aktivierung von p38 vermittelt (Raman et al., 

2007). Auch die durch ROS stimulierte ASK1 („apoptosis signal-regulating kinase“) kann 

als MAPKKK fungieren und die Aktivierungskaskade von p38 und JNK einleiten (Nagai et 

al., 2007), wobei die Aktivierung von JNK über SEK1 und MKK7 erfolgt (Kyriakis and 

Avruch, 2001). Aktiviertes p38 und JNK translozieren in den Nucleus, wo sie über die 

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 Apoptose, Inflammation und 

Zelldifferenzierung induzieren (Abeyama et al., 2000).  

Darüber hinaus induziert UV-Strahlung die Translokation nukleärer und zytoplasmatischer 

Autoantigene z.B. SSA/Ro und SSA/La auf die Zelloberfläche von apoptotischen 

Keratinozyten (Furukawa et al., 1990). Anti-Ro-AKs gelten als Indikator für 



1 Einleitung 

 41 

Photosensitvität z.B. beim LE (Scheinfeld and Deleo, 2004). Die Bindung dieser AKs an 

die Keratinozyten führt einerseits zu einer Fcγ-Rezeptor vermittelten Aufnahme der 

apoptotischen Zelle und bedingt durch die Fcγ-Rezeptor-Ligation zu einer Freisetzung 

pro-inflammatorischer Zytokine (Mevorach, 2000; Reefman et al., 2003), andererseits 

erhöht sie vermutlich deren komplementabhängige Lysierung durch aktivierte 

zytotoxische T-Zellen, wodurch zusätzlich unprozessierte, nukleäre Antigene freigesetzt 

werden (Maverakis et al., 2010).  

 

 

1.5  Die Autoimmunerkrankung Lupus erythematodes (LE) 

 

Der Lupus erythematodes (LE) ist eine chronisch-entzündliche Autoimmunerkrankung mit 

meist schubhaftem Verlauf, die sich klinisch sehr variabel darstellt. Er wird den 

klassischen Kollagenosen (Bindegewebserkrankungen) und damit den rheumatischen 

Erkrankungen zugeordnet. Der LE ist durch das Auftreten von Autoantikörpern, die vor 

allem gegen nukleäre (Antinukleäre AKs, Ana) aber auch zytoplasmatische Antigene 

gerichtet sind, sowie durch vielfältige Störungen der zellulären Immunantwort sowohl T- 

als auch B-Zellen betreffend charakterisiert (Lahita, 1992; Tan, 1989). Wie bei allen 

Autoimmunerkrankungen ist das Immunsystem nicht mehr in der Lage, zwischen „Selbst“ 

und „Nicht-Selbst“ zu differenzieren. Als Folge der Autoimmunreaktion bilden sich unter 

anderem Immunkomplexe aus AKs und Zellbestandteilen, die sich in den Gefäßen vieler 

Organe ablagern können und mit zu einer chronisch entzündlichen organspezifischen 

oder systemischen Gewebszerstörung beitragen. 

Der Name Lupus erythematodes setzt sich aus dem lateinischen Wort für Wolf („lupus“) 

und dem griechischen Wort für Röte („erythema“) zusammen und deutet auf zwei 

charakteristische Krankheitssymptome hin: die wolfbissähnlichen Hautläsionen sowie die 

Hautrötungen im Gesicht, die wegen ihrer Form auch als Schmetterlingserythem 

bezeichnet werden und die durch Sonnenlicht- bzw. UV-Exposition provoziert werden. So 

wurde der LE im Jahre 1824 von Laurent-Théodore Biett auch zunächst als reine 

Hauterkrankung beschrieben. Erst 1872 erkannte der Dermatologe Moritz Kaposi seinen 

systemischen Charakter.  

Prinzipiell kann sich der LE in jedem Organsystem manifestieren, insbesondere im 

Bereich von Haut, Nieren, Gelenken, zentralem Nervensystem (ZNS), Gefäßen, 

Skelettmuskeln, Herz, Perikard und Pleura, wobei zwischen kutanen LE-Formen und 

systemischem LE (SLE) differenziert wird (Wenzel et al., 2003).  
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Die klinische Diagnostik erfolgte in der Vergangenheit nach den Kriterien der „American 

Rheumatism Association“ (ARA), die jedoch die realen dermatologischen Verhältnisse nur 

ungenügend widerspiegeln und revidiert werden müssen (Hochberg, 1997; Parodi and 

Rebora, 1997; Tan et al., 1982).  

Die verschiedenen Varianten des kutanen LE (CLE), die sich unter anderem durch eine 

spezifische Morphe unterscheiden, sind mit einer kurzen Beschreibung nach Wenzel und 

Kollegen in Tabelle 1.2 dargestellt (Wenzel et al., 2003). Histologisch ist der CLE generell 

durch das Bild der so genannten „Interface Dermatitis“ charakterisiert: Lymphozyten 

dringen im Bereich der basalen Epidermis in das Endothel ein (dermo/epidermales 

„Interface“) und führen zur Apoptoseinduktion basaler Keratinozyten, was sich durch eine 

hydrophische Auflockerung und der Ausbildung so genannter Kolloidkörperchen zeigt. Ein 

Übergang von einer rein kutanen in eine systemische Manifestation ist allerdings möglich, 

ebenso eine Hautbeteiligung beim SLE (Wenzel et al., 2003). So werden bei 70-80 % 

aller LE-Patienten Hautveränderungen beobachtet, die entweder spezifisch für eine 

Variante des CLE sind oder unspezifisch im Rahmen eines SLE auftreten (Gilliam and 

Sontheimer, 1981; Wenzel et al., 2003).  

Neben Hautveränderungen stellt die Photosensitivität mit einer Prävalenz von 24-83 % 

ein weiteres Leitsymptom des LE dar (Sanders et al., 2003). Die Photosensitivität definiert 

eine pathologische Überempfindlichkeitsreaktion der Haut auf UV-Licht-Provokation 

(Sanders et al., 2003). So führt eine Photoprovokation unter Verwendung von UV-A- bzw. 

UV-B-Licht (Baer and Harber, 1965; Epstein et al., 1965; Everett and Olson, 1965; Kuhn 

et al., 2001; Walchner et al., 1997) sowie von sichtbarem Licht zu kutanen Läsionen 

unterschiedlichen Schweregrads in allen photosensitiven Formen des LE (Cheong et al., 

1994; Sanders et al., 2003), wobei vor allem Patienten mit SCLE (50-100 %), LET (70-81 

%) oder SLE (25-85 %) besonders photosensibel sind (Gilliam and Sontheimer, 1981; 

Kuhn et al., 2001; Walchner et al., 2000). Darüber hinaus sind auch 

Entzündungsreaktionen in den inneren Organen im Falle einer systemischen 

Manifestation durch Sonnenlicht- bzw. UV-Exposition induzierbar.  
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Formen des CLE 

Chronischer CLE (CCLE) 

Chronisch diskoider 

CLE (CDLE) 

- mit 75 % die häufigste kutane LE-Form (Kind and Goerz, 1987) 

- scharf begrenzte erythematokeratotische, oft scheibenförmige Plaques mit 

charakteristischer dreiphasiger Struktur aus Erythem, Keratose und Atrophie, die 

bevorzugt im Gesicht und auf der Kopfhaut lokalisiert sind und Narbenbildung sowie 

dauerhaften Haarausfall in behaarten Hautbezirken (Alozepie) bedingen 

- Ana im niedrigen Titerbereich in 20-30 % der Fälle 

LE profundus (LEP)  

(Kaposi Irgang) 

- seltenere Verlaufsform 

- bläulich, derbe, subkutane, oft schmerzhafte Knoten mit eingesunkener Oberfläche 

überwiegend an Wangen, Glutealregion, Oberarmen und Brust 

- Ana in 55 % der Fälle 

Chilblain LE (ChLE) 

(Hutchinson) 

- häufig Teilsymptom im Rahmen eines SLE, SCLE oder CDLE 

- blaurote, polsterartige, flache Knoten, teilweise mit einer festhaftenden Keratose, 

die vor allem an den Dorsalseiten von Fingern und Zehen, seltener an Nase, Ohren, 

Ellenbogen, Knie und Fersen auftreten und die Überempfindlichkeit gegenüber 

Berührungsreizen (Hyperästhesie) sowie Akrozyanose aufweisen 

- Ana in 50-60 % der Fälle 

Subakuter CLE (SCLE) 

 - 10 % der kutanen LE-Manifestationen 

- erythematöse, nicht vernarbende, papulosquamöse und/oder anuläre Hautläsionen 

im Bereich der gesamten oberen Körperhälfte, die ohne Narbenbildung abheilen, 

aber zu einer Hyper- oder Hypopigmentierung führen 

- zusätzlich Manifestation milder extrakutaner Symptome wie Gelenkbeschwerden 

und Nephropathien, seltener Fieber, allgemeines Krankheitsgefühl, Myalgien oder 

das Raynaud-Phänomen 

- Ana in 90 %, anti-SSA/Ro- und anti-SSB/La-AKs in 30-60 % der Fälle, wobei 

erstere nach diaplazentarer Übertragung einen neonatalen LE induzieren können 

(Gensch et al., 2005), Erhöhung der Blut-Senkungs-Geschwindigkeit, des C-

reaktiven Proteins und weiterer Entzündungsparameter (Hypergammaglobulinämie, 

Komplementveränderungen) (Sontheimer, 1989) 

Akuter CLE (ALE) 

 - zu 20-60 % Teilsymptom im Rahmen eines SLE (Cervera et al., 1993) 

- lokale flächige Erytheme, im Gesichtsbereich häufig als so genanntes 

„Schmetterlingserythem", seltener akute generalisierte, makulopapulöse oder 

papulöse Hautveränderungen 

Intermittierender CLE (ICLE) 

LE tumidus (LET) - 10 % der kutanen LE-Manifestationen 

- elevierte, scharf begrenzte, erythematöse, nicht squamöse Plaques im Gesichts- 

und Rumpfbereich 

- Ana in 35 % der Fälle 

 
Tabelle 1.2: Klassifikation des kutanen Lupus erythematosus (CLE) modifiziert nach (Kuhn and 

Ruzicka, 2004) mit Kurzbeschreibung der CLE-Varianten nach (Wenzel et al., 2003). 
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Da die Symptome inter- und intraindividuell mit dem Krankheitsverlauf in ihrer Ausprägung 

variieren können, sind die klinischen Erscheinungsbilder insbesondere des SLE überaus 

vielfältig (Vitali et al., 1992). Die häufigsten Symptome beim SLE laut Tan und Kollegen 

sind in Tabelle 1.3 aufgeführt (Tan et al., 1982).  

 
Klinische Symptome beim SLE Häufigkeit 

Fieber 90 % 

Gelenkschmerzen und - entzündungen 85 % 

Hautveränderungen: typischerweise ein unscharf begrenztes, oft symmetrisches, makulöses 

bis urtikarielles Erythem im Gesicht (Schmetterlingserythem), zum Teil uncharakteristische 

disseminierte Exantheme auch im Bereich von Brust und Rücken, Haarausfall, 

Schleimhautulzera 

80 %, in 25 % 

bereits initial 

Nierenbeteiligung: vor allem Mikrohämaturie/Albuminurie, die in 15 % der Fälle zu 

Nierenfunktionseinschränkungen führen 

60 % 

Generalisierte Lymphknotenschwellungen 50 % 

Pleuritis 59 % 

Raynaud-Symptomatik 59 % 

Lungenbeteiligung 30 % 

Orale und genitale Schlaumhautbeteiligung: Erytheme, Ulzera 20 % 

Peri- und Myokarditis 25 % 

Hepatosplenomegalie 25 % 

ZNS-Beteiligung: Krämpfe, Psychosen 25 % 

Abdominelle Beschwerden 20 % 

 
Tabelle 1.3: Übersicht über die häufigsten klinischen Symptome beim SLE nach (Tan et al., 1982). 

 

Charakteristische laborchemische Auffälligkeiten beim SLE sind die Erhöhung der 

Blutsenkungsgeschwindigkeit (90 %), γ-Globulin-Erhöhung (80 %), Anämie (75 %), 

Thrombozytopenie und Komplementerniedrigung sowie das Auftreten von 

Autoantikörpern und zellulären Immunstörungen (Parodi and Rebora, 1997; Tan, 1989; 

Tan et al., 1982). In Tabelle 1.4 sind die den SLE kennzeichnenden Autoantikörper und 

die Häufigkeit ihres Auftretens aufgelistet. Die sich bildenden Immunkomplexe aus 

Autoantigen und Autoantikörpern zirkulieren im peripheren Blut und können sich 

schließlich an den Basalmembranen der Glomeruli, der Epidermis und der Gefäßwände 

ablagern und das Komplementsystem aktivieren. So ist beim SLE 

immunhistopathologisch das so genannte Lupusband, eine bandförmig im Bereich der 

Basalmembran vorhandene Ablagerung von IgG, IgM oder IgA sowie den 

Komplementfaktoren C1 und C3, in der Haut zu erkennen (dos Santos et al., 1988). 

Infolgedessen entstehen Entzündungsreaktionen, die zu Gewebsschädigungen in Form 
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von Glomerulonephritis und/oder Vaskulitis führen können (Baumann et al., 2001; Mok 

and Lau, 2003). 

 
Autoantikörper beim SLE Häufigkeit 

antinukleäre AKs (Ana) 90 % 

anti-dsDNA AKs 40-90 % 

anti-Sm AKs 10-30 % 

anti-SSA/Ro und anti-SSB/La AKs 40-60 % 

anti-Histon AKs (beim Medikamenten induzierten SLE) 20 % 

anti-Cardiolipin AKs 30-40 % 

anti-rRNP und anti-snRNP AKs 30-40 % 

organ- und zelltypspezifische AKs  

 
Tabelle 1.4: Charakteristische Autoantikörper beim SLE nach (Tan, 1989; Tan et al., 1982).  

 

Die zellimmunologischen Störungen können Leukozytopenie (Camussi et al., 1982), 

Lymphozytopenie (Rivero et al., 1978), Störungen im T- (verminderte T-Zell-Antwort auf 

Antigene, verminderte Generierung zytotoxischer T-Zellen, gesteigerte HLA („human 

leukocyte antigen“)-DR- und FAS-Antigenexpression CD4+ T-Zellen, verminderte IL-2-

ausgelöste Proliferation (Cao et al., 2005; Scheinberg and Cathcart, 1974)) und B-Zell-

System (erhöhte Anzahl aktiver B-Zellen, polyklonale B-Zell-Aktivierung, 

Hypergammaglobulinämie (Gilliam and Hurd, 1976; Noguchi et al., 1992)) und/oder 

veränderte Zytokinmuster (verminderte IL-2- und IFN-γ-Produktion, erhöhte B-Zell-

stimulatorische IL-4-, 5- und 6-Produktion) umfassen.  

Der LE ist nicht heilbar. Daher ist es wichtig schubauslösende Faktoren z.B. durch 

konsequenten Lichtschutz zu vermeiden. Zur symptomatischen Behandlung werden 

Hautcremes und nichtsteroidale Antirheumatika wegen ihrer entzündungshemmenden 

Wirkung eingesetzt. Im Rahmen einer internen Basistherapie sind Glukokortikoide wie 

Prednisolon bzw. Methylprednisolon die Mittel der Wahl zur Entzündungshemmung bei 

akuten Schüben. Chloroquin alternativ Hydroxychloroquin werden bei leichten LE-Formen 

mit überwiegender Haut- und Gelenkbeteiligung in Kombination mit niedrigen 

Prednisolon-Dosen verabreicht. Sie können die Häufigkeit von Lupus-Schüben senken 

und das Wohlbefinden verbessern. Als weitere Standardtherapeutika werden 

Immunsuppressiva eingesetzt, z.B. Azathiopren, das die DNA- und RNA-Synthese und 

somit die T- und B-Zell-Proliferation hemmt, Methotrexat, Cyclophosphamid und 

Cyclosporin A. Weitere Therapieansätze sind die Plasmaphorese oder Immunadsorption, 

Ig-Infusionen, G-CSF- und Anakinra-Gabe.  
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Die kutanen Manifestationen des LE haben im Allgemeinen eine günstige Prognose, 

zumal die Krankheitsschübe im Laufe der Jahre in ihrer Intensität abnehmen. Die 

Prognose des SLE ist dagegen vom Schweregrad der Erkrankung und der Ausdehnung 

der systemischen Manifestation abhängig, wobei ein tödlicher Ausgang des SLE oft von 

einem aktiven Krankheitsverlauf begleitet ist, bei dem häufig eine Beteiligung der Nieren, 

des ZNS sowie andere Infektionen eine Rolle spielen. Die 10-Jahresüberlebensrate 

beträgt mehr als 80 % (Drenkard and Alarcon-Segovia, 2000; Gladman, 1996; Swaak et 

al., 1989a, b).  

Problematisch ist, dass die Ätiologie des LE bis heute weitestgehend unbekannt ist. Es ist 

davon auszugehen, dass genetische Faktoren, Alter und Geschlecht eine 

prädisponierende Rolle spielen. So tritt der LE familiär (9 %) sowie bei monozygoten 

Zwillingen gehäuft auf (Block et al., 1975). Darüber hinaus wird er mit bestimmten HLA-

Haplotypen (HLA-B8, -DR2, -DR3 und -DQ2) sowie verschiedenen Genloci und 

Genmutationen assoziiert z.B. mit einer Mutation im TREX1-Gen, das eine intrazelluläre 

DNase kodiert, die in der Apoptose eine wichtige Rolle spielt (Green et al., 1986; Rahman 

and Isenberg, 2008; Wakeland et al., 2001) sowie mit einem fehlerhaften IRF5, der zu 

einer Überexpression von Typ I-IFN führt (Graham et al., 2007). Auch ein 

Einzelnukleotidpolymorphismus in dem für die Tyk2 kodierenden Gen wird mit LE 

assoziiert (Sigurdsson et al., 2005). 

Verschiedene exogene Einflüsse wie z.B. Licht (Aharon-Maor and Shoenfeld, 1998), 

hormonelle Faktoren (Cooper et al., 1998), Arzneimittel wie Hydantoinderivate, D-

Penicillamin, Isoniazid oder Procainamid (Pramatarov, 1998) und Infektionen mit dem 

Zytomegalie-Virus oder dem Epstein-Barr-Virus (Rider et al., 1997; Tsai et al., 1995) 

können zur Manifestation führen. Neuere Studien weisen ferner darauf hin, dass 

Störungen bei der Apoptose bzw. bei der Phagozytose apoptotischer Zellen sowie 

Störungen bei der Interaktion zwischen Makrophagen, DCs und Lymphozyten bei LE-

Patienten auftreten und möglicherweise die Erkrankung auslösen (Bijl et al., 2006; 

Herrmann et al., 2000; Shoshan et al., 2001). So sind der CDLE sowie der SCLE durch 

eine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen in den Hautläsionen (Baima and Sticherling, 

2001; Chung et al., 1998; Kuhn et al., 2006; Pablos et al., 1999) und der SLE durch große 

Mengen zirkulierender apoptotischer Zellen gekennzeichnet (Courtney et al., 1999; 

Perniok et al., 1998). Eine mögliche Ursache für die unvollständige Apoptose könnte in 

quantitativen oder qualitativen Defekten der frühen Komplementfaktoren wie C2, C4 oder 

C1q bestehen (Bijl et al., 2006; Walport et al., 1998). Insbesondere der C1q-Rezeptor auf 

der Oberfläche von Phagozyten spielt eine wichtige Rolle in der Beseitigung von 

apoptotischen Zellen (Korb and Ahearn, 1997), da durch Bindung von Immunkomplexen 
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an den C1q-Rezoptor die Komplementaktivierung ausgelöst wird. Eine andere Möglichkeit 

könnte eine reduzierte Anzahl der Komplement-bindenden CR1-Rezeptoren auf der 

Oberfläche von Phagozyten sein (Kiss et al., 1996; Mir et al., 1988). Reefman und 

Kollegen konnten zwar weder eine erhöhte Apoptoserate noch eine verminderte 

„Clearance“-Rate in UV-exponierter Haut von SLE-Patienten nachweisen, beobachteten 

aber in der Haut die UV-induzierte Bildung von Zellinfiltraten sowie entzündlicher 

Läsionen in der Nähe von apoptotischen Zellen (Reefman et al., 2006a; Reefman et al., 

2006b). Die genaue Aufklärung der Ätiologie wäre in erster Linie für die Entwicklung neuer 

bzw. verbesserter therapeutischer Maßnahmen und somit für eine verbesserte Prognose 

von großer Wichtigkeit.  

 

 

1.6  Zielsetzung der Arbeit 

 

Warum UV-Strahlung, die in den meisten Situationen eine immunsuppressive Wirkung auf 

das Immunsystem ausübt, unter bestimmten Konditionen zu einer Immunaktivierung führt, 

die sich unter anderem in dem Phänomen der Phototoxizität beim LE widerspiegelt, soll in 

der vorliegenden Arbeit näher untersucht werden. Um diese Diskrepanz zu erklären, 

sollen gezielt die Effekte von UV-Exposition auf das angeborene Immunsystem analysiert 

werden, sowohl auf zellulärer als auch auf Ebene der Nukleinsäuren. Es gilt 

herauszufinden, ob anders als UV-bestrahlte Zellen, die normalerweise ein anti-

inflammatorisches Zytokinmilieu induzieren, aufgereinigte Nukleinsäuren dieser Zellen 

bzw. direkt bestrahlte Nukleinsäuren über Rezeptoren des angeborenen Immunsystems 

erkannt werden und infolgedessen zur Produktion und Sekretion von Typ I-IFN und 

anderen pro-inflammatorischen Zytokinen in myeloiden Immunzellen führen. Dies soll in 

vitro und in vivo untersucht werden. Eine weitere Fragestellung, die sich daraus ergibt und 

die im Rahmen dieser Arbeit geklärt werden soll, ist, ob für die Verstärkung des 

immunstimulatorischen Potenzials von Nukleinsäuren infolge von UV-Exposition 

physiologische Schädigungen oder aber Modifikationen verantwortlich sind, die auf 

indirektem Weg durch einen Angriff UV-induzierter ROS entstehen. In diesem 

Zusammenhang soll untersucht werden, inwieweit die oxidative Basenmodifikation 8-OH-

dG bzw. 8-OH-G die immunstimulatorische Wirkung von DNA und RNA beeinflusst. Ein 

weiteres Ziel dieser Arbeit ist es näher zu beleuchten, wie die UV-modifizierten 

Nukleinsäuren detektiert werden, ob TLR-abhängig oder über zytosolische Rezeptoren 

und ob möglicherweise weitere intrazelluläre Signalwege bei der Erkennung involviert 

sind. 
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2  Material und Methoden 
 

2.1  Material 

 

2.1.1  Allgemeine Laborgeräte 

 

Gerät Hersteller 

Absaugpumpe Midisart 2000 Sartorius (Göttingen) 

Analysewaagen U4100-OD2.2, MC BA 100 Sartorius (Göttingen) 

Autoklav Typ VX-150 Systec (Wettenberg) 

Bechergläser (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml,  

500 ml, 1 l) 

Schott (Mainz) 

Begasungsbrutschrank MCO-20AIC Sanyo (San Diego (USA)) 

Durchflusszytometer LSR II BD Biosciences (Heidelberg) 

Einfrierbehälter VWR (Darmstadt) 

Eismaschine AF20 Scotsman (Pogliano (I)) 

Elektronische Pipetten eLine (5-120 µl, 50-1000 µl) Biohit (Rosbach v. d. Höhe) 

Elektroporator Gene Pulser II Bio Rad (München) 

ELISA-Lesegerät Apollo LB912 Berthold (Bergisch Gladbach) 

ELISA-Waschgerät Vacupette VWR (Darmstadt) 

En Vision 2104 Multilabel Reader PerkinElmer (Rodgau) 

Erlenmeyer-Kolben (50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml) Schott (Mainz) 

Flex-Cycler Analytic Jena (Jena) 

Fluoreszenzmikroskop IX71 Olympus (Hamburg) 

Fluoreszenzmikroskop Observer D1 Carl-Zeiss (Götingen) 

Gefrierschrank (- 20 °C) AEG-Electrolux (Nürnberg), 

Siemens (München) 

Gefrierschrank (- 80 °C) HFU 586 basic Thermo Electron (Oberhausen) 

Gefriertruhe (- 150 °C) ultra low freezer Sanyo (San Diego (USA)) 

Geldokumentation Peqlab (Erlangen) 

Gelkammer Modell 40-1214 und 40-0911 mit 

Elektrophoreseschlitten und Kamm 

Peqlab (Erlangen) 

Gewindeflaschen (250 ml, 500 ml, 1 l) Schott (Mainz) 
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Heizschüttler Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg) 

Kolbenhubpipetten Research (0,1-2,5 µl, 2-20 µl,  

20-200 µl, 100-1000 µl) 

Eppendorf (Hamburg) 

Kühlschrank AEG-Electrolux (Nürnberg) 

MACS-Separator und Multistand Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

Magnetrührer Stirrer VWR (Darmstadt) 

Mehrkanalpipetten Ergonomic High-Performance  

(1-10 µl, 5-50 µl, 20-200 µl) 

VWR (Darmstadt) 

Messkolben (10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml,  

500 ml, 1 l) 

Schott (Mainz) 

Mikroskop WIIovert 30 Hund (Wetzlar) 

Mikrowelle NN-E205W Panasonic (Hamburg) 

Neubauer Zählkammer Brand (Wertheim) 

pH-Meter HI8424 HANNA Instruments  

(Kehl am Rhein) 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences (Fernwald) 

Präparierbesteck Labotec Labor-Technik 

(Göttingen) 

Quadro MACS Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

Reagenzglas-Schüttler Vortex-Genie 2 Scientific Industries  

(New York (USA)) 

Reinstwasseranlage Purelab classic ELGA (Celle) 

Schüttler KS 260 basic IKA (Staufen) 

Spannungsgerät Electrohoresis Power Supply EV231 Peqlab (Erlangen) 

Spektralphotometer Nanodrop 1000 Peqlab (Erlangen) 

Sterilwerkbank Microbiological Safety Cabinet Typ 1.8 Thermo Fisher Scientific 

(Schwerte) 

Stickstofftank Taylor Wharton (Mildstedt) 

Thermostatschrank AQUALytic Liebherr (Biberach) 

UV-Bestrahlungsgerät  Saalmann (Herford) 

UV-Crosslinker Bio-Link BLX 254 Peqlab (Erlangen) 

Vortexer lab dancer VWR (Darmstadt) 

Wasserbad Isotemp Thermo Fisher Scientific 

(Schwerte) 
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Zentrifugen 5415 D, 5415 R, 5430 R, 5810 R Eppendorf (Hamburg) 

Zentrifuge Galaxy mini VWR (Darmstadt) 

 

 

2.1.2  Labor- und Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterialie Hersteller 

Deckgläschen (18 x 18 mm) Marienfeld  

(Lauda-Königshofen) 

Einmal-Feindosierungsspritze Omnifix® F (1 ml) Braun (Melsungen) 

Einmal-Handschuhe Dermaclean (S, M, L) Ansell Healthcare (Brüssel (B)) 

Einmal-Kanülen Sterican (0,4 x 20 mm, 0,45 x 20 mm) Braun (Melsungen) 

Einmal-Spritzen Discardit II (2 ml, 5 ml, 10 ml) BD Biosciences (Heidelberg) 

Elektroporationsküvette (4 mm) Bio Rad (München) 

ELISA-Platte groß 

ELISA-Platte klein 

Greiner Bio-One (Solingen) 

Corning Costar (Bodenheim) 

FACS-Röhrchen groß 

FACS-Röhrchen klein 

Sarstedt (Nürnbrecht) 

Corning Costar (Bodenheim) 

Glaspasteurpipette (230 mm) Brand (Wertheim) 

Kryoröhrchen (2 ml) Greiner Bio-One (Solingen) 

MACS-Nylonfilter (30 µm) Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

MACS-Separationssäule (MS, LS, LD) Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

Microtainer Röhrchen BD Biosciences (Heidelberg) 

Mini Quick DNA Spin Columns Roche (Mannheim) 

Pipettenspitzen (0,1-10 µl (kristall), 2-200 µl (gelb),  

100-1000 µl (blau)) 

Greiner Bio-One (Solingen) 

Pipettenspitzen mit Aerosolfilter (0,1-2,5 µl, 1-20 µl,  

1-200 µl, 100-1000 µl) 

Biozym (Hess. Oldendorf), 

nerbe plus (Winsen/Luhe) 

Petrischalen (Ø 10 cm) Greiner Bio-One (Solingen) 

Plastikpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Corning Costar (Bodenheim) 

Reagenz-Reservoir VWR (Darmstadt) 

Reaktionsgefäß (0,2 ml) BIOplastics (Landgraaf (NL)) 
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Reaktionsgefäß (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf (Hamburg),  

Sarsted (Nümbrecht) 

Spritzenfilter (0,45 µm) Thermo Fisher Scientific (Bonn) 

Sterilfilter 500 ml Filtersystem Corning Costar (Bodenheim) 

Sterilfilter (0,2 µm) Schleicher & Schuell (Dassel) 

Whatman (Dassel) 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) Sarstedt (Nürnbrecht) 

Kulturplatten (6-, 12-, 24-, 48- und 96- 

Lochflachbodenplatte, 96-Lochrundbodenplatte) 

TPP (Trasadingen (CH)) 

Zellkulturschalen (100 x 20 mm) Sarstedt (Nürnbrecht) 

Zellsieb (40 µm) BD Biosciences (Heidelberg) 

Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One (Solingen) 

 

 

2.1.3  Chemikalien und Reagenzien 

 

Substanz Hersteller 

ADP, CDP, GDP, IDP, UDP Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Agarose Applichem (Darmstadt) 

Aqua Spüllösung Braun (Melsungen),  

Delta Select (Pfullingen) 

BD Pharmlyse  BD Biosciences (Heidelberg) 

Biocoll Biochrom AG (Berlin) 

Borsäure (H3BO3) Carl Roth (Karlsruhe) 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Calciumchlorid (CaCl2) Carl Roth (Karlsruhe) 

Cellgrow® DC Medium Cellgenix (Freiburg) 

Chelex 100 Resin Bio Rad (München) 

Chloroform (CHCl3) Carl Roth (Karlsruhe) 

Chloroquine diphosphate salt (C18H26ClN3 · 2 H3PO4) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Diethylenpyrocarbonat-Wasser (DEPC-H2O) Invitrogen (Karlsruhe) 

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) Invitrogen (Karlsruhe) 

Dimethylsulphoxid (DMSO) Carl Roth (Karlsruhe) 

di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth (Karlsruhe) 
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DNA-Hybridisierungspuffer 10 x New England Biolabs  

(Ipswich (GB)) 

DreamTaq™ Green Buffer 10 x Fermentas (St. Leon-Rot) 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 41965 Gibco (Karlsruhe) 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) high 

Glucose 21068-028 

Gibco (Karlsruhe) 

Dulbecco’s PBS PAA Laboratories (Pasching) 

Essigsäure (C2H4O2) Carl Roth (Karlsruhe) 

Ethanol (C2H6O) Carl Roth (Karlsruhe) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Lösung 0,5 M PAA Laboratories (Pasching) 

FastDigest® Puffer 10 x Fermentas (St. Leon-Rot) 

Fötales Kälberserum (FCS) Gibco (Karlsruhe) 

Gelatine Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Geneticindisulfat (G418) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Glucose (C6H12O6) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

GM-CSF (murin) Generierter J55811-

Zellüberstand nach G418-

Selektion 

GM-CSF rekombinant (human)  ImmunoTools (Friesoythe) 

Größenstandards GeneRuler DNA Ladder  

(100 bp, 1 kb) 

Fermentas (St. Leon-Rot),  

New England Biolabs  

(Ipswich (GB)) 

HEPES (C8H18N2O4S) Carl Roth (Karlsruhe) 

Humanes AB-Serum BioWhittaker  

(Wakersville MD (USA)) 

8-Hydroxy-guanosintriphosphat (8-OH-GTP) TriLink (San Diego (USA)) 

8-Hydroxy-2-desoxyguanosintriphosphat (8-OH-dGTP) TriLink (San Diego (USA)) 

IL-4 rekombinant (human) ImmunoTools (Friesoythe) 

Isofluran  Abbott (Wiesbaden) 

Isopropanol (C3H8O) Carl Roth (Karlsruhe) 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth (Karlsruhe) 

L-Glutamin 100 x Cambrex BioWhittaker  

(New Jersey (USA)) 

Ladepuffer DNA Loading Dye 6 x Fermentas (St. Leon-Rot) 

MEM nicht-essentielle Aminosäuren Gibco (Karlsruhe) 

MEM Sodium-Pyruvat 100 x Gibco (Karlsruhe) 
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2-Mercaptoethanol (C2H6OS) Carl Roth (Karlsruhe) 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Magnesiumchlorid (MgCl2) 25 mM Fermentas (St. Leon-Rot) 

Magnesiumchlorid (MgCl2) 50 mM Invitrogen (Karlsruhe) 

Natriumazetat (C2H3O2 · Na) pH 5,2 3 M Merck (Darmstadt) 

Natriumcarbonat (Na2CO3) Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumchlorid (NaCl) 10 % Braun (Melsungen) 

Natriumchlorid (NaCl)-Lösung 0,9 %  Braun (Melsungen) 

Natriumcitrat (C6H7NaO7) Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumdihydrogenphoshat-Monohydrat  

(NaH2PO4 · H2O) 

Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth (Karlsruhe) 

Optimem Gibco (Karlsruhe) 

Penicillin/Streptomycin 100 x Cambrex BioWhittaker  

(New Jersey (USA)) 

Phenol (C6H6O) Carl Roth (Karlsruhe) 

Polybrene Sigma-Aldrich (Steinheim) 

poly L-Ornithin Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Puromycin dihydrochloride Sigma-Aldrich (Steinheim) 

RPMI 1640 Gibco (Karlsruhe) 

Schwefelsäure (H2SO4) 95 % Carl Roth (Karlsruhe) 

Sodiumazid (NaN3) Carl Roth (Karlsruhe) 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth (Karlsruhe) 

SYBR® Safe DNA gel stain 40000 x Invitrogen (Karlsruhe) 

Tris-Acetat-EDTA (TAE) 50 x Carl Roth (Karlsruhe) 

Taq Puffer 5 x Promega (Madison (USA)) 

TMB Substrat Reagenz Set BD Biosciences (Heidelberg) 

Tris (C4H11NO3) Carl Roth (Karlsruhe) 

Tris-hydrochlorid (C4H11NO3 · HCl) pH 7,5 1 M Carl Roth (Karlsruhe) 

Trizol Invitrogen (Karlsruhe) 

Trypanblau (C34H24N6Na4O14S4) Carl Roth (Karlsruhe) 

Trypsin EDTA Gibco (Karlsruhe) 

Tween 20 Carl Roth (Karlsruhe) 

Uranylacetat (C4H6O6U) Sigma-Aldrich (Steinheim) 
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Urea (CH4N2O) Carl Roth (Karlsruhe) 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % Carl Roth (Karlsruhe) 

 

 

2.1.4  Puffer, Lösungen und Kulturmedien 

 

Alle Puffer, Lösungen und Kulturmedien wurden bis zu ihrer Verwendung, falls von deren 

Hersteller nicht anders angegeben, bei 4 °C aufbewahrt. Bei allem verwendeten FCS 

wurden vor dem Einsatz die Komplementfaktoren Hitze inaktiviert (30 min, 56 °C). 

Lösungen und Medienzusätze wurden wenn nötig sterilfiltriert oder autoklaviert. 

 

Annexin-Binding-Puffer: 

1 M HEPES pH 7,4 

5 M NaCl 

2,5 mM CaCl2 

 

DMEM-Medium für A549 Zellen, HEK293T Zellen, L929 Zellen und 129 WT 

Makrophagen: 

DMEM 41965 

10 % (v/v) FCS 

2 mM L-Glutamin 

0,1 mM MEM nicht-essentielle Aminosäuren 

1 mM MEM Sodium-Pyruvat 

100 U/ml Penicillin/Streptomycin 

 

DMEM-Medium für SP1 Zellen: 

DMEM high Glucose 21068-028 

8 % (v/v) Chelex behandeltes FCS (Dazu wurden 50 ml FCS mit 2 g Chelex versetzt und 

über Nacht bei 4 °C rotiert. Das entkalzifizierte FCS wurde für 10 min bei 2000 U/min 

zentrifugiert und sterilfiltriert.) 

2 mM L-Glutamin  

0,05 mM CaCl2 

 

Einfriermedium: 

90 % (v/v) FCS 

10 % (v/v) DMSO 
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ELISA-Assaypuffer (IFN-α (human)): 

1 x PBS 

2 % (v/v) FCS 

0,05 % (v/v) Tween 20 

 

ELISA-Assaypuffer (IFN-α (murin)): 

1 x PBS 

10 % (v/v) FCS 

(0,05 % (v/v) Sodiumazid) 

 

ELISA-Assaypuffer (IL-1β, IL-6, IL-12p40 und IL-12p70 (murin)): 

1 x PBS 

10 % (v/v) FCS 

 

ELISA-Assaypuffer (IP-10 (murin)): 

1 x PBS 

1 % (v/v) BSA 

 

ELISA-Beschichtungspuffer (IFN-α, IL-12p40, IL-12p70 (murin)): 

0,2 M Natriumphosphat pH 6,5 

(12,49 g Na2HPO4 und 15,47 g NaH2PO4 in H2O gelöst, pH 6,5 eingestellt und mit H2O auf 

1 l aufgefüllt) 

 

ELISA-Beschichtungspuffer (IL-1β, IL-6 (murin)): 

0,1 M Natriumcarbonat pH 9,5 

(7,13 g NaHCO3 und 1,59 g Na2CO3 in H2O gelöst, pH 9,5 eingestellt und mit H2O auf 1 l 

aufgefüllt) 

 

ELISA-Waschpuffer: 

1 x PBS 

0,05 % (v/v) Tween 20 

 

Erylyse: 

BD Pharmlyse 1:10 in Aqua Spüllösung 
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FACS-Puffer: 

1 x PBS 

2 % (v/v) FCS 

 

Gelatine-Lösung: 

0,1 % Gelatine in H20 

 

HBS (2 x): 

4 g NaCl 

0,18 g KCl 

0,05 g Na2HPO4 

2,5 g HEPES 

0,5 g Glukose 

in H2O gelöst, mit NaOH auf pH 7,1 eingestellt und mit H2O auf 250 ml aufgefüllt 

 

MACS-Puffer: 

1 x PBS 

2 % (v/v) FCS 

2 mM EDTA 

pH 7,2-7,4 

 

poly L-Ornithin-Stammlösung (100 x): 

100 mg poly L-Ornithin in 67 ml ddH2O gelöst (1,5 mg/ml), sterilfiltriert und in 10 ml 

Aliquots eingefroren 

 

RPMI-Medium für humane Primärzellen: 

RPMI 1640 

2 % (v/v) humanes AB-Serum 

2 mM L-Glutamin 

100 U/ml Penicillin/Streptomycin 
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RPMI-Medium für murine Primärzellen und RMA Zellen: 

RPMI 1640 

10 % (v/v) FCS 

2 mM L-Glutamin 

0,1 mM MEM nicht-essentielle Aminosäuren 

1 mM MEM Sodium-Pyruvat 

100 U/ml Penicillin/Streptomycin 

 

Tail-Puffer: 

100 mM Tris 

5 mM EDTA 

0,2 % (v/v) SDS 

200 mM NaCl 

pH 8,5 

 

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer: 

40 mM Tris 

20 mM Essigsäure 

1 mM EDTA 

 

 

2.1.5  ELISA (Kits, Antikörper und Enzyme) 

 

Bezeichnung Hersteller 

Donkey Anti-Rabbit F(ab)2-Peroxidase Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Human IFN-alpha Module Set Bender MedSystems (Wien (A)) 

8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit StressMarq Biosciences Inc. 

(Victoria (CA)) 

Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 DuoSet R&D Systems  

(Minneapolis (USA)) 

Mouse ELISA Set IL-1β,  IL-6, IL-12 (p40), IL-12 (p70) BD Biosciences (Heidelberg) 

MAb to Mouse Interferon-Alpha, neutralizing, Clone 

RMMA-1 

PBL Biomedical Laboratories 

(New Jersey (USA)) 

Mouse Interferon-Alpha A PBL Biomedical Laboratories 

(New Jersey (USA)) 
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PAb to Mouse Interferon-Alpha, Rabbit Serum, 

neutralizing 

PBL Biomedical Laboratories 

(New Jersey (USA)) 

 

 

2.1.6  Magnetische Kügelchen (Beads) 

 

Bezeichnung Hersteller 

CD1c (BDCA-1)+ Dendritic Cell Isolation Kit, human Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

CD14 MicroBeads, human Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

Monocyte Isolation Kit II, human Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach) 

 

 

2.1.7  FACS-Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe 

 

Bezeichnung Hersteller 

Annexin-V-Fluos Roche (Mannheim) 

Cell Titer Blue® Promega (Madison (USA)) 

Hoechst H 33258 Hoechst (Frankfurt) 

 

 

2.1.8  Transfektionsreagenzien 

 

Bezeichnung Hersteller 

Dotap Carl Roth (Karlsruhe) 

LipofectamineTM 2000 Invitrogen (Karlsruhe) 

TransIT LT-I Mirus (Madison (USA)) 
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2.1.9  Inhibitoren 

 

Inhibitor von Substanz Hersteller 

ATM KU55933 Tocris (St. Louis (USA)) 

Cdk2 Cdk2 inhibitor II Tocris (St. Louis (USA)) 

JAK3 Janex-1 Cayman Chemical  

(Ann Arbor (USA)) 

JNK SP600125 Tocris (St. Louis (USA)) 

MAPK (ERK) UO126 Tocris (St. Louis (USA)) 

NFAT Cyclosporin A Tocris (St. Louis (USA)) 

NFκB BAY11-7082 Tocris (St. Louis (USA)) 

p38 SB202190 Tocris (St. Louis (USA)) 

PARP1 IQD Merck (Darmstadt) 

PI3K LY294002 Tocris (St. Louis (USA)) 

PKC Gö6850 Tocris (St. Louis (USA)) 

STAT5 STAT5 Merck (Darmstadt) 

SYK Piceatannol Tocris (St. Louis (USA)) 

Vav 6-Thio GTP Tocris (St. Louis (USA)) 

 

 

2.1.10  Enzyme 

 

Enzym Hersteller 

Ampliscribe T7-Flash Transkription Kit Epicentre (Madison (USA)) 

DNase I Roche (Mannheim) 

DreamTaq™ DNA Polymerase Fermentas (St. Leon-Rot) 

FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase Fermentas (St. Leon-Rot) 

Klenow-Fragment Polymerase 1 Fermentas (St. Leon-Rot) 

Nuclease P1  Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Proteinase K Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Taq DNA Polymerase Promega (Madison (USA)),  

Fermentas (St. Leon-Rot) 
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2.1.11  Weitere Kits 

 

Kit Hersteller 

innuPREP Micro RNA Kit Analytic Jena (Jena) 

innuPREP PCR pure Kit Analytic Jena (Jena) 

 

 

2.1.12  Primer der Genotypisierung 

 

MDA-5-Genotypisierung: 

Hec16112r: 

Hexon15859f: 

HEC14305:  

CTTCTGTTCTTCCTGGGAGACC 

GGGACTATTGACAGTCGAAGAC 

CTTGGCTTCCTCCTAAACTCAG 

  

RIG-I-Genotypisierung: 

Primer A: 

Primer B: 

Primer C: 

GCATCATCTCTCAGCTGATGAAGGAGA 

CCTACTACTTTAGGACCCATAGTGGAT 

CTAAAGCGCATGCTCCAGACTGCCTTG 

 

 

2.1.13  shRNA-Sequenzen 

 

Bezeichnung Vektorhintergrund Integriertes shRNA-Konstrukt 

SHC001 

 

TRC1/1.5 keine integrierte shRNA-Sequenz 

SHC002 TRC1/1.5 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTC- 

GAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT 

MITA #1 TRC2 CCGGCAACATTCGATTCCGAGATATCTC-

GAGATATCTCGGAATCGAATGTTGTTTTTG 

MITA #2 TRC2 CCGGAGAGGTCACCGCTCCAAATATCTC-

GAGATATTTGGAGCGGTGACCTCTTTTTTG 

MITA #3 TRC2 CCGGATGATTCTACTATCGTCTTATCTC-

GAGATAAGACGATAGTAGAATCATTTTTTG 
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2.1.14  Nukleinsäuren 

 

HPLC-gereinigte ORNs wurden von Biomers (Ulm), Eurogentec (Köln) oder Dharmacon 

(Chicago (USA)) bezogen. Entsalzene ODNs wurden bei Metabion (Planegg-Martinsried) 

erworben. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden in einer Konzentration von 1 µg/µl in 

DEPC-H2O in RNase- und DNase-freien Reaktionsgefäßen gelöst und bei - 80 °C oder - 

20 °C gelagert. 

poly I:C wurde von Invitrogen (Karlsruhe), poly A („polyadenylic acid potassium salt“) und 

poly dAdT wurden von Sigma-Aldrich (München) bezogen. Sie wurden in einer 

Endkonzentration von 1 µg/µl in DEPC-H2O gelöst und in RNase- und DNase-freien 

Reaktionsgefäßen bei - 20 °C aufbewahrt.  

CpG-ODNs wurden von Metabion (Planegg-Martinsried) synthetisiert, in 0,9 % NaCl 

gelöst und bei - 20 °C gelagert. 

 

 

2.1.15  Verwendete Primärzellen und Zelllinien 

 

A549 Zellen: humane Lungenkarzinom-Zelllinie 

HEK293T Zellen: humane embryonale Nierenepithel-Zelllinie, bezogen von 

Invitrogen (Darmstadt) 

humane Primärzellen: isoliert aus Buffy Coats von gesunden Spendern, bezogen 

vom Institut für experimentelle Hämatologie und 

Transfusionsmedizin (Bonn) 

L929 Zellen: murine Fibrosarkom-Zelllinie 

murine Primärzellen: isoliert aus Wildtyp-Mäusen oder transgenen Linien 

SP1 Zellen: murine Keratinozyten-Zelllinie (Strickland et al., 1988) 

RMA Zellen: NK-Zellhybridoma (H2Kb) (Gays et al., 2000) 

129 WT Makrophagen: aus 129/SV Wildtyp-Mäusen generierte Makrophagen-

Zelllinie 
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2.1.16  Verwendete Mauslinien 

 

Wildtyp:  

C57BL/6N und J: Inzuchtstamm mit dem MHC I-Haplotyp H2Kb, aus eigener 

Zucht oder bezogen von Jackson Laboratory 

 

Transgene Linien: 

 

ASC-/-: ASC-Gen defiziente Mauslinie, freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Prof. Dr. Veit Hornung 

MDA-5-/-: MDA-5-Gen defiziente Mauslinie, aus eigener Zucht 

NLRP3-/-: NLRP3-Gen defiziente Mauslinie, freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Prof. Dr. Veit Hornung 

RIG-I-/-: RIG-I-Gen defiziente Mauslinie, aus eigener Zucht 

TLR-9-/-: TLR-9-Gen defiziente Mauslinie, freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Dr. Andreas Limmer 

 

Alle Versuchstiere wurden im „Haus für Experimentelle Therapie“ (HET) oder IMMEI am 

Universitätsklinikum Bonn unter „specific pathogen free“-Konditionen gezüchtet und 

gehalten. Die Mäuse waren zu Beginn der Versuche 6-8 Wochen alt. 

 

 

2.2  Zellbiologische Methoden 

 

2.2.1  Allgemeine Zellkulturbedingungen 

 

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an Zellkultursterilbanken durchgeführt. Dabei 

wurden Einmalhandschuhe getragen. Um Kontaminationen sowie Verunreinigungen mit 

Endotoxinen zu vermeiden, wurden ausschließlich sterile, Endotoxin-freie 

Verbrauchsmaterialien sowie sterile Lösungen und Medien verwendet. 
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2.2.2  Kultivierung von Zellen und ihre Passagierung 

 

Die Kultivierung von Primärzellen und Zelllinien erfolgte in CO2-begasten Brutschränken 

(5 % CO2 v/v) bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit unter Verwendung der entsprechenden 

Kulturmedien. 

Das käufliche DMEM- und RPMI-Medium enthalten Phenolrot als pH-Indikator, welches 

bei pH 7,4 eine hellrote Färbung hervorruft. Durch Stoffwechselprozesse der Zellen sinkt 

der pH-Wert des Mediums und die Färbung wechselt über orange zu gelb. Dieser 

Farbwechsel erlaubt eine einfache Inspektion der Mediumqualität. Alle in Kultur 

gehaltenen Zellen wurden in regelmäßigen Abständen, insbesondere bei einer 

Veränderung der Medienfärbung, mit frischem Medium um den Faktor 5-20 verdünnt.  

 

 

2.2.3  Zellzahlbestimmung 

 

Die Vitalität der Zellen wurde mit der Trypanblau-Färbung und die Zelldichte mit der 

Neubauer Zählkammer (Seitenlänge 1 mm, Tiefe 0,1 mm) bestimmt. Trypanblau ist ein 

saurer Farbstoff, der nur von toten Zellen mit defekter Zellmembran aufgenommen und an 

deren Zellproteine gebunden wird, so dass die nicht gefärbten, lebenden Zellen 

mikroskopisch in einer Neubauer Zählkammer gezählt werden können.  

Zur Ermittlung der in einer Zellsuspension enthaltenen Lebendzellzahl wurden 50 µl 

Zellsuspension und 50 µl 0,04 % Trypanblau (1:10 (v/v) Verdünnung der 0,4 % 

Stocklösung in PBS) gemischt und ein Aliquot davon in die Neubauer Zählkammer 

gegeben. Bei zu hoher Zelldichte wurde die Zellsuspension noch stärker mit Trypanblau 

verdünnt (1:2, 1:5, 1:10 oder 1:20). Die vitalen Zellen zweier Großquadrate der Neubauer 

Zählkammer wurden unter dem Mikroskop bei einer 10-fachen Vergrößerung gezählt. Der 

Mittelwert der gezählten Zellen in zwei Großquadraten wurde gebildet und die 

Gesamtzellzahl der Ausgangszellsuspension mit folgender Formel berechnet: Z 

[Zellen/ml] = N x f x 104 mit Z = Zellzahl, N = vitale Zellen in einem Großquadrat und f = 

Verdünnungsfaktor.  
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2.2.4  Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen 

 

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 0,5-2x107 Zellen/ml in Einfriermedium 

aufgenommen und je 1 ml dieser Lösung in Kryoröhrchen pipettiert. Die Röhrchen wurden 

in einem Einfrierbehälter, gefüllt mit kaltem (4 °C) Isopropanol, für mindestens 24 h auf - 

80 °C gekühlt und anschließend in flüsssigen Stickstoff oder in eine - 150 °C Gefriertruhe 

zur Endlagerung überführt. Das Auftauen der konservierten Zellsuspensionen wurde 

rasch bei 37 °C durchgeführt und die Lösung nach dem Auftauen umgehend mit 50 ml 

des entsprechenden Kulturmediums gewaschen und 10 min bei 400 g und 4 °C 

zentrifugiert. Das Zellsediment wurde anschließend in frischem Medium resuspendiert 

und wie beschrieben propagiert. 

 

 

2.2.5 Isolation humaner peripherer mononukleärer Blutzellen 
(PBMCs) 

 

Humane periphere mononukleäre Blutzellen (PBMCs) wurden durch 

Dichtegradientenzentrifugation aus Blut isoliert. Aufgrund der Dichteunterschiede der 

zellulären Bestandteile des Blutes trennen sich während des Zentrifugierens über einen 

Dichtegradienten die verschiedenen Zellen in unterschiedliche Phasen auf. Während die 

Thrombozyten in der oberen Plasmaphase verbleiben, reichern sich die PBMCs in der 

Interphase an. Granulozyten sammeln sich in der unteren Schicht des 

Lymphozytenseparationsmediums. Die Erythrozyten sowie die toten Zellen bilden 

während des Zentrifugierens ein Zellsediment und sammeln sich unten im 

Zentrifugenröhrchen. Durch Entnehmen der Interphase können die PBMCs so von den 

übrigen Zellen getrennt werden.  

Blutproben aus Buffy Coats wurden in 50 ml-Zentrifugenröhrchen im Verhältnis 1:2 mit 0,9 

% NaCl verdünnt. 14 ml Lymphozytenseparationsmedium wurden in 50 ml-

Zentrifugenröhrchen vorgelegt und mit 25 ml verdünntem Blut langsam überschichtet. 

Anschließend wurden die 50 ml-Zentrifugenröhrchen 20 min bei 800 g und 

Raumtemperatur (RT) ohne Bremse zentrifugiert. Dadurch trennte sich das Blut im 

Lymphozytenseparationsgradienten in die verschiedenen Phasen auf, wobei sich die zu 

isolierenden PBMCs nun in der Interphase befanden. Diese wurden mit einer Pipette 

gesammelt und in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Das Zentrifugenröhrchen 

wurde mit 0,9 % NaCl bis auf 50 ml aufgefüllt und 10 min bei 450 g und RT zentrifugiert. 

Danach wurde das aufgebrochene Zellsediment in 5 ml Erylyse aufgenommen und 5 min 
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bei RT inkubiert, um Erythrozyten, die möglicherweise die PBMCs verunreinigten, zu 

lysieren. Es wurde mit 30 ml 0,9 % NaCl gewaschen und nach der Zentrifugation wurden 

die humanen PBMCs in 50 ml 0,9 % NaCl aufgenommen und gezählt. Für 

Stimulationsexperimente wurde die Zellzahl auf 4x106 Zellen/ml eingestellt und jeweils 

100 µl wurden pro Vertiefung in eine 96-Lochflachbodenplatte gegeben.  

 

 

2.2.6  Isolation von humanen Monozyten 

 

Monozyten wurden mit einem indirekten magnetischen Markierungssystem („magnetic cell 

sorting“, MACS), dem Monocyte Isolation Kit II human der Firma Miltenyi Biotec, aus 

humanen PBMCs isoliert. Bei diesem Verfahren werden bis auf die Monozyten alle 

anderen Zelltypen der humanen PBMCs, das heißt T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, DCs 

und basophile Granulozyten, mit Biotin-konjugierten AKs (monoklonale AKs gegen CD3, 

CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 und Glykophorin A) markiert. Anti-Biotin MicroBeads 

binden an diese AKs, so dass alle markierten Zellen in einer Säule zurückgehalten 

werden, die in einem Magneten eingespannt ist, während die unmarkierten Monozyten 

diese passieren und in einem Zentrifugenröhrchen aufgefangen werden können 

(Negativselektion).  

Entsprechend dem Protokoll des Herstellers wurde bei allen Schritten zur magnetischen 

Markierung zügig, auf Eis und unter Verwendung gekühlter Lösungen gearbeitet, um ein 

„Capping“ der AKs auf der Zelloberfläche sowie unspezifische Markierungen zu 

verhindern. Nach der Zellzahlbestimmung wurden die PBMCs 10 min bei 1200 U/min und 

4 °C zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen und das aufgebrochene Zellsediment in 

30 µl MACS-Puffer pro 1x107 Zellen aufgenommen. Zudem wurden 10 µl FcR-Blocking-

Reagenz sowie 10 µl Monozyten-Biotin-AK-Cocktail pro 1x107 Zellen zugegeben. Das 

FcR-Blocking-Reagenz diente dazu, unspezifische Bindungen der AKs an die Fc-

Rezeptoren zu verhindern. Die Zellen wurden gut gemischt und 10 min bei 4 °C inkubiert. 

Nach Zugabe von 30 µl MACS-Puffer und 20 µl Anti-Biotin MicroBeads pro 1x107 Zellen 

wurde erneut gut gemischt und 15 min bei 4 °C inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1-

2 ml MACS-Puffer pro 1x107 Zellen und nach 10 min Zentrifugation bei 1200 U/min und 4 

°C wurde das aufgebrochene Zellsediment in 500 µl MACS-Puffer pro 1x108 Zellen 

aufgenommen. Die Zellsupension wurde über einen 30 µm-Nylonfilter auf eine LD-Säule 

gegeben, die zuvor in einen Magneten (MACS-Separator) eingespannt und mit 2 ml 

MACS-Puffer gewaschen worden war. Die markierten Zellen wurden in der Säule 

zurückgehalten, die unmarkierten Monozyten nicht. Nach zweimaligem Waschen der LD-
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Säule mit jeweils 1 ml MACS-Puffer wurde der Durchfluss mit den darin enthaltenen 

Monozyten zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 0,9 % NaCl gewaschen und anschließend 

gezählt. In der Regel wurde eine Reinheit von über 98 % erreicht. Für 

Stimulationsversuche wurde die Zellzahl auf 2x106 Zellen/ml eingestellt und jeweils 100 µl 

wurden pro Vertiefung in eine 96-Lochflachbodenplatte gegeben. 

 

 

2.2.7 Isolation von humanen BDCA-1+ dendritischen Zellen 

 

Mit Hilfe des CD1c (BDCA-1)+ Dendritic Cell Isolation Kits der Firma Miltenyi Biotec 

wurden BDCA-1+ dendritische Zellen (BDCA-1+ DCs) aus PBMCs aufgereinigt. Das 

BDCA-1-Antigen ist spezifisch auf CD11chigh, CD123low DCs exprimiert, welche die größte 

Gruppe mDCs im humanen Blut darstellen. Die Isolierung erfolgte nach dem Protokoll des 

Herstellers in zwei Schritten, wobei im ersten Schritt CD1c (BDCA-1)-exprimierende B-

Zellen mit CD19 Microbeads magnetisch markiert und anschließend über eine MACS-

Säule depletiert wurden und im zweiten Schritt die CD1c (BDCA-1)+ mDCs im B-Zell-

depletierten Durchfluss nach indirekter Markierung mit CD1c (BDCA-1)-Biotin und Anti-

Biotin Microbeads positiv selektioniert wurden.  

Gemäß den Herstellerangaben wurden die PBMCs nach Bestimmung der Zellzahl 

zunächst 10 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

zum aufgebrochenen Zellsediment wurden 200 µl MACS-Puffer plus 100 µl FcR-Blocking-

Reagenz, 100 µl Anti-CD19 MicroBeads sowie 100 µl CD1c (BDCA-1)-Biotin pro 1x108 

Zellen gegeben. Es wurde gut gemischt und 15 min bei 2-8 °C inkubiert. Danach wurden 

die Zellen mit 5-10 ml MACS-Puffer pro 1x108 Zellen gewaschen, 10 min bei 300 g und 4 

°C zentrifugiert und in 500 µl MACS-Puffer pro 1x108 Zellen aufgenommen. Die 

Zellsuspension wurde über einen 30 µm-Nylonfilter auf eine LD-Säule geladen, die zuvor 

in einem Magneten (MACS-Separator) platziert und mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen 

worden war. Alle magnetisch markierten CD19+ Zellen wurden nun in der Säule 

zurückgehalten, während die unmarkierten Zellen diese passierten und durch zweimaliges 

Waschen mit jeweils 1 ml MACS-Puffer aus der Säule herausgespült werden konnten. 

Diese Zellfraktion war bezüglich CD19+ Zellen depletiert und wurde nach 10 min 

Zentrifugation bei 300 g und 4 °C in 400 µl MACS-Puffer plus 100 µl Anti-Biotin 

Microbeads aufgenommen. Es wurde gut gemischt und für 15 min bei 2-8 °C inkubiert. 

Zum Waschen der Zellen wurden anschließend 5-10 ml MACS-Puffer zugegeben und es 

wurde 10 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 500 µl 

MACS-Puffer pro 1x108 Zellen aufgenommen und über einen 30 µm-Nylonfilter auf eine 



2 Material und Methoden 

 67 

MS-Säule geladen, die zuvor in einem MACS-Separator eingespannt und mit 500 µl 

MACS-Puffer gewaschen worden war. Während die markierten BDCA-1+ DCs in der 

Selektionssäule zurückgehalten wurden, beinhaltete der Durchfluss die unmarkierte 

Zellfraktion. Nach dreimaligem Waschen der Säule mit je 500 µl MACS-Puffer wurde 

diese aus dem Magneten entfernt und die gebundenen BDCA-1+ DCs wurden mit 1 ml 

MACS-Puffer und unter Benutzung eines Säulenstempels aus der Säule eluiert. Um die 

Reinheit zu erhöhen, wurde die magnetische Separation unter Verwendung einer neuen 

MS-Säule wiederholt. Abschließend wurden die Zellen einmal gewaschen, dann in 

Medium aufgenommen und gezählt. Für Stimulationsversuche wurde die Zellzahl auf 

1x106 Zellen/ml eingestellt und jeweils 100 µl wurden pro Vertiefung in eine 96-

Lochflachbodenplatte gegeben. 

 

 

2.2.8 Isolation von humanen Monozyten und Differenzierung zu 
dendritischen Zellen (MoDCs) 

 

Zur in vitro-Generierung von DCs aus humanen Monozyten wurden CD14+ Zellen aus 

PBMCs unter Verwendung des CD14+ MicroBead Kits der Firma Miltenyi Biotec 

aufgereinigt, da CD14 spezifisch auf Monozyten und Makrophagen exprimiert wird.  

Zur magnetischen Markierung wurden die in ihrer Zellzahl bestimmten PBMCs zunächst 

10 min bei 1200 U/min und 4 °C zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen und das 

aufgebrochene Zellsediment in 80 µl MACS-Puffer pro 1x107 Zellen aufgenommen. Nach 

Zugabe von 20 µl CD14 MicroBeads pro 1x107 Zellen wurde gut gemischt und 15 min bei 

4 °C inkubiert. Zum Waschen wurde MACS-Puffer in einem Volumen von 1-2 ml pro 

1x107 Zellen hinzupipettiert und 10 min bei 1200 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das 

aufgebrochene Zellsediment wurde in 500 µl MACS-Puffer pro 1x108 Zellen 

aufgenommen und zur magnetischen Separation über einen 30 µm-Nylonfilter auf eine 

LS-Säule geladen, die zuvor in einem Magneten (MACS-Separator) eingespannt und mit 

3 ml MACS-Puffer gewaschen worden war. Während die unmarkierten Zellen die Säule 

passierten, wurden die magnetisch markierten CD14+ Zellen in der Säule zurückgehalten. 

Nach dreimaligem Waschen mit jeweils 3 ml MACS-Puffer wurde die Selektionssäule aus 

dem Magneten herausgenommen und die positiv selektionierten CD14+ Zellen wurden mit 

5 ml MACS-Puffer unter Verwendung eines Stempels aus der Säule eluiert. Die Zellen 

wurden einmal gewaschen und dann in Cellgrow® DC Medium aufgenommen. Die 

Zellzahl der isolierten CD14+ Zellen wurde auf 2x106 Zellen/ml eingestellt. Jeweils 5 ml 

dieser Zellsuspension wurden in Zellkulturflaschen eingesät und 800 U/ml GM-CSF sowie 
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800 U/ml IL-4 zugegeben, um die Differenzierung der Monozyten zu DCs (MoDCs) zu 

induzieren. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 für 6-7 Tage, 

wobei nach 3 Tagen erneut 800 U/ml GM-CSF sowie 800 U/ml IL-4 zugesetzt wurden. 

Danach wurden die Zellen geerntet und gezählt. Für Stimulationsversuche wurden jeweils 

1x105 MoDCs/100 µl pro Vertiefung in eine 96-Lochflachbodenplatte gegeben. 

 

 

2.2.9  Isolierung von Knochenmarkszellen aus der Maus und 
 Differenzierung zu myeloiden dendritischen Zellen (mDCs) 

 

Aus den Hinterlaufknochen von Mäusen wurden die Knochenmarkszellen isoliert, um 

diese zu mDCs ausreifen zu lassen.  

Dazu wurden nach Tötung der Mäuse durch CO2-Begasung die Hinterlaufknochen 

entnommen, die Gelenke der Knochen überdehnt und auseinander gebrochen. Um den 

Knochenmarkskanal zu eröffnen, wurde an beiden Enden der Knochen jeweils ein kleines 

Stück entfernt. Mit Hilfe einer mit Medium gefüllten Spritze wurden dann die 

Knochenmarkszellen aus dem Kanal herausgespült und in einem 50 ml-

Zentrifugenröhrchen aufgefangen. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1500 U/min und 

RT zentrifugiert und das aufgebrochene Zellsediment anschließend in 10 ml Erylyse 

aufgenommen und 5 min inkubiert. Die Erylyse dient der Lysierung der Erythrozyten, 

beschädigt aber aufgrund ihrer Konzentration keine anderen Zellen. Zum Waschen der 

Zellen wurde das Zentrifugenröhrchen mit Medium bis auf 50 ml aufgefüllt und 5 min bei 

1500 U/min und RT zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen über ein 40 µm-Zellsieb 

gegeben und gezählt. Für die Differenzierung der Knochenmarkszellen zu mDCs wurden 

jeweils 2x105 Zellen pro Vertiefung in eine 6-Lochbodenplatte ausgesät und in 3 ml 

Vollmedium mit 3 % GM-CSF für 7 Tage kultiviert. Nach der Inkubationszeit wurden die 

Zellen geerntet und gezählt. Für Stimulationsversuche wurde die Zellzahl auf 2x106 

Zellen/ml eingestellt und jeweils 100 µl wurden pro Vertiefung in eine 96-

Lochflachbodenplatte gegeben. 
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2.3  Stimulation von Zellen mit Nukleinsäuren 

 

2.3.1  Transfektion von Nukleinsäuren mit Dotap 

 

Dotap ist ein Reagenz zur Liposomen-vermittelten Transfektion eukaryotischer Zellen, das 

geeignet ist, um negativ geladene Moleküle wie DNA und RNA in Zellen zu transferieren. 

Negativ geladene Moleküle bilden dabei mit dem kationischen, liposomalen 

Transfektionsreagenz spontan stabile Komplexe, die von den Zellen aufgenommen 

werden und vorwiegend in das Endosom der Zellen gelangen.  

2 µl Dotap wurden in 25 µl PBS gegeben und etwa 5 min bei RT inkubiert. 

Währenddessen wurden in eine 96-Lochrundbodenplatte 200 ng DNA/RNA in 25 µl PBS 

vorgelegt und anschließend 25 µl des zuvor verdünnten Dotaps zugegeben. Der 

Stimulationsansatz wurde 20 min bei RT inkubiert, wobei sich aus dem kationischen 

Dotap und den anionischen Nukleinsäuren Komplexe ausbildeten. 45 µl des 

Nukleinsäure-Dotap-Gemisches wurden auf die Zellen gegeben, die in einer 96-

Lochflachbodenplatte in 155 µl Medium ausplattiert waren. Nach 18-24 h Inkubation der 

stimulierten Zellen bei 37 °C wurden die Überstände entnommen und weiter analysiert 

bzw. bei - 20 °C eingefroren. 

 

 

2.3.2  Transfektion von Nukleinsäuren mit LipofectamineTM 2000 

 

LipofectamineTM 2000 erlaubt die effiziente Transfektion vieler verschiedener 

eukaryotischer Zelltypen mit DNA und RNA, auch mit siRNA. Dabei gelangen die 

transfizierten Nukleinsäuren vorwiegend ins Zytoplasma der Zellen.  

Für die Transfektion wurden 0,5 µl LipofectamineTM 2000 in 25 µl PBS gegeben und etwa 

2 min bei RT inkubiert. Währenddessen wurden in eine 96-Lochrundbodenplatte 200 ng 

DNA/RNA in 25 µl PBS vorgelegt und anschließend 25 µl des zuvor verdünnten 

LipofectaminesTM 2000 zugegeben. Der Stimulationsansatz wurde 20 min bei RT 

inkubiert. 45 µl des Nukleinsäure-LipofectamineTM 2000-Gemisches wurden auf die Zellen 

gegeben, die in einer 96-Lochflachbodenplatte in 155 µl Medium ausplattiert waren. Nach 

18-24 h Inkubation der stimulierten Zellen bei 37 °C wurden die Überstände entnommen 

und weiter analysiert bzw. bei - 20 °C eingefroren. 
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2.3.3  Transfektion von Nukleinsäuren mit TransIT-LT1 Transfection 
 Reagent 

 

Mit dem Transfektionsreagenz TransIT-LT1 von Mirus ist es möglich, Nukleinsäuren in 

das Zytoplasma von Zellen zu transferieren.  

Zu 25 µl Optimen-Medium wurden 1,2 µl Mirus gegeben und etwa 5 min bei RT inkubiert. 

Während dieser Zeit wurden in 25 µl Optimem-Medium 400 ng der zu transfizierenden 

DNA/RNA pipettiert und anschließend 25 µl des in Optimem-verdünnten 

Transfektionsreagenzes auf die vorgelegte Nukleinsäure-Lösung gegeben. Der 

Stimulationsansatz wurde 20 min bei RT inkubiert und anschließend wurden 45 µl des 

Transfektionsansatzes auf die in 155 µl Medium ausplattierten Zellen gegeben. Die Zellen 

wurden 18-24 h im Brutschrank inkubiert und dann die Überstände zur weiteren Analyse 

entnommen bzw. bei - 20 °C eingefroren. 

 

 

2.3.4  Elektroporation von Nukleinsäuren 

 

Die Elektroporation ist eine weitere Methode, Zellmembranen permeabel zu machen, um 

so Nukleinsäuren in eukaryotische Zellen einzuschleusen. Diese Methode ist sehr schnell 

und eignet sich besonders für Suspensionszellen sowie Zellen, die schwer zu 

transfizieren sind.  

Je 2x106 Zellen wurden in 200 µl Optimem-Medium aufgenommen. Die Zellsuspension 

wurde in eine Elektroporationsküvette mit einem Elektrodenabstand von 4 mm überführt 

und die Nukleinsäure wurde in der gewünschten Konzentration hinzupipettiert. Die 

Elektroporationsküvette wurde im Elektroporator platziert und einem Rechteck-

Spannungspuls von 300 V und 6 ms ausgesetzt. Nach der Elektroporation wurden die 

Zellen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt, 5 min bei 300 g und RT zentrifugiert und 

anschließend in Medium aufgenommen und ausgesät. Zur Kontrolle wurden auch Zellen 

ohne Stimulus elektroporiert (Mock-Kontrolle). 
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2.4  Induktion von oxidativem Stress 

 

2.4.1  UV-Bestrahlung von Zellen und Nukleinsäuren 

 

Zur UV-Bestrahlung von Zellen wurden diese zunächst in einem geringen Volumen in 

einer Kulturplatte ausgesät. Ein UV-Crosslinker der Firma Peqlab diente der Bestrahlung 

mit UV-C-Licht mit einer Wellenlänge von 254 nm. Die Kulturplatte wurde in dem Gerät 

positioniert, der Deckel der Kulturplatte abgenommen und die darin enthaltenen Zellen 

wurden nach Einstellung der gewünschten UV-C-Dosis in [J/cm2] bestrahlt. Zur UV-A- 

und UV-B-Bestrahlung wurde ein Saalmann-UV-Bestrahlungsgerät mit austauschbaren 

spezifischen UV-A- und UV-B-Filtern verwendet. Die Kulturplatte wurde unter das 

Handgerät gestellt und die gewünschte Dosis der UV-A- bzw. UV-B-Strahlung in [J/cm2] 

bzw. [mJ/cm2] eingestellt. Sobald die UV-Lampe angeschaltet war, wurde der Deckel der 

Kulturplatte abgenommen, und bevor die Lampe wieder ausging, wurde er wieder darauf 

gesetzt. Unter der Sterilwerkbank wurde zu den bestrahlten Zellen in der Kulturplatte 

Medium gegeben. Zur Kontrolle wurden außerdem unbehandelte Zellen ausgesät. Die 

Zellen wurden 18 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Zellviabilität 

überprüft und die genomische DNA aus den Zellen isoliert.  

Bei der direkten UV-A-, UV-B- und UV-C-Bestrahlung von Nukleinsäuren wurde 

gleichermaßen verfahren wie bei der Bestrahlung von Zellen. Die Nukleinsäuren wurden 

allerdings umgehend nach der Bestrahlung in Stimulationsexperimenten eingesetzt. 

 

 

2.4.2  H2O2-Behandlung von Zellen und Nukleinsäuren 

 

Zur H2O2-Behandlung wurden jeweils 5x106-1x107 Zellen in einer 6-Lochplatte ausgesät 

und mit verschiedenen Konzentrationen an H2O2 (0,1 mM, 1 mM) für 10 oder 30 min bei 

37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Kontrolle blieben auch Zellen unbehandelt. Nach der 

Inkubation wurden die Zellen in 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt, 10 min bei 1200 

U/min und 4 °C zentrifugiert und anschließend nochmals mit 1 x PBS gewaschen. Dann 

wurde die DNA aus den Zellen isoliert. 

Zur direkten H2O2-Behandlung von Nukleinsäuren wurde die aus unbehandelten Zellen 

isolierte genomische DNA mit verschiedenen Konzentrationen an H2O2 (0,1 µM, 10 µM, 

100 µM) für 3 min bei RT inkubiert oder blieb zur Kontrolle unbehandelt. Zur Reinigung 
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der DNA wurde anschließend eine Ethanolfällung durchgeführt. Dazu wurden 2/3 

Volumen 100 % Ethanol sowie 1/10 Volumen Natriumazetat zur DNA gegeben und für 5 

min bei - 80 °C inkubiert. Dann wurde der Ansatz 15 min bei maximaler Geschwindigkeit 

und 4 °C zentrifugiert und nach Abnehmen des Überstandes wurden 500 µl 70 % Ethanol 

zum Waschen der sedimentierten DNA zugegeben. Es wurde erneut 5 min bei maximaler 

Geschwindigkeit und 4 °C zentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgenommen und die 

DNA getrocknet. Anschließend wurde die DNA in H2O aufgenommen und ihre 

Konzentration für nachfolgende Stimulationsexperimente bestimmt. Bis zu ihrer 

Verwendung wurde die DNA bei - 20 °C aufbewahrt. 

 

 

2.5  Immunfluorometrische Methoden 

 

2.5.1  Immunfluoreszenzmessungen am Durchflusszytometer 

 

Die Durchflusszytometrie („Fluorescence Activated Cell Sorting“, FACS) ist ein Verfahren 

zur eindeutigen Identifikation verschiedener Zelltypen anhand der Expression spezifischer 

Oberflächenmoleküle („Cluster of Differentiation“, CD). Die FACS-Analyse ermöglicht die 

Erkennung verschiedener Zellen aufgrund ihrer Größe, ihrer Oberflächenrauhigkeit oder 

verschiedener extrazellulärer oder intrazellulärer Proteine. Das Prinzip der 

Durchflusszytometrie beruht auf der gleichzeitigen Messung mehrerer physikalischer 

Eigenschaften von einzelnen Zellen oder Partikeln aus einer Gesamtpopulation. In 

Suspension befindliche Zellen werden dazu durch eine Kapillare mit einem 

Innendurchmesser von 50-100 µm gepresst. Das dort entstehende laminare 

Strömungsprofil hat zur Folge, dass sich die Zellen vereinzeln und nacheinander die 

Kapillare passieren. Der in der Mitte der Kapillare fokussierte Laser trifft auf die Zellen, 

wodurch der Lichtstrahl abgelenkt wird. Aufgrund des Zellvolumens wird der Lichtstrahl 

kleinwinklig abgelenkt („Forward Scatter“, FSC, oder „Forward Angle Light Scatter“, 

FALS). Die Oberflächenrauhigkeit bedingt eine großwinklige Ablenkung des Lichtstrahls 

(„Sideward Scatter“, SSC, oder „Wide Angle Light Scatter“, WALS). Anhand von FSC und 

SSC lassen sich Zellpopulationen von Zelltrümmern etc. abgrenzen. Bei der Absorption 

von Licht einer bestimmten Wellenlänge (Anregung) ist bei gewissen Molekülen eine 

gleichzeitige Emission von Licht mit größeren Wellenlängen zu beobachten. Dieses 

Verhalten, also die Absorption von langwelligem Licht und Emission von kurzwelligem 

Licht, wird als Fluoreszenz bezeichnet. Die Zelle fluoresziert nach Bindung eines 
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Fluorochrom (z.B. FITC, PE, APC, PerCp)-konjugierten AKs an Oberflächenantigene oder 

durch Einbringen eines Gens in die Zelle, das für ein fluoreszierendes Protein kodiert. Das 

durch die Lichtanregung des Partikels entstehende analoge Signal wird detektiert und 

durch einen nachgeschalteten Analog-Digitalwandler für die Analyse mit dem Computer 

und eine geeignete Software aufbereitet. Verwendet wurden das Durchflusszytometer 

LSR II der Firma BD Biosciences mit der Software FACS Diva. Die Auswertung wurde mit 

der Software Flowjo durchgeführt. 

 

 

2.5.2  Markierung von Oberflächenantigenen 

 

Für die Messung mit dem Durchflusszytometer wurden 2x105 Zellen in eine 96-

Lochrundbodenplatte (FACS-Array) gegeben, bei 1500 U/min 5 min zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Die Zellen wurden mit der benötigten Menge des AK gefärbt. Dieser 

wurde in etwa 20 µl FACS-Puffer aufgenommen und auf die Probe gegeben. Während 

einer Inkubation von 20 min bei 4 °C band der AK an die entsprechenden 

Oberflächenantigene. Zur Entfernung nicht gebundenen AK wurden anschließend 200 µl 

FACS-Puffer zugegeben, es wurde bei 1500 U/min 5 min zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Für die folgende FACS-Analyse wurden die Proben in 50 µl FACS-Puffer 

aufgenommen. 

 

 

2.5.3  Durchflusszytometrische Analyse der Apoptoseinduktion mit 
 Annexin-V-Fluos 

 

Mit Hilfe der Markierung von Zellen mittels Annexin-V-Fluos und durchflusszytometrischer 

Analyse kann man apoptotische und nekrotische Zellen erkennen. Phosphatidylserin 

findet sich normalerweise auf der zytoplasmatischen Innenseite der Zellmembran einer 

lebenden Zelle. Während der Apoptose wird Phosphatidylserin auf die Außenseite der 

Membran transloziert. Annexin-V-Fluos ist ein Ca2+-abhängiges, Phospholipid-bindendes 

Protein mit einer hohen Affinität für Phosphatidylserin. Durch den Verlust ihrer 

Membranintegrität binden nekrotische Zellen ebenfalls Annexin. Zur zusätzlichen 

Differenzierung der apoptotischen von nekrotischen Zellen empfiehlt sich daher die 

Anwendung eines DNA-Farbstoffs, der nur die permeabilisierte Membran nekrotischer 

Zellen passieren kann, z.B. Propidium-Iodid. 
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18-24 h nach UV-Exposition wurden je 2x105 Zellen in FACS-Röhrchen überführt, 5 min 

bei 1200 U/min und RT zentrifugiert, noch einmal mit 1 x PBS gewaschen und dann nach 

Verwerfen des Überstandes in 100 µl Annexin-Binding-Puffer plus 0,25 µl Annexin-V-

Fluos aufgenommen, wobei der Annexin-Binding-Puffer eine Lösung ist, die 1 M HEPES 

pH 7,4, 5 M NaCl und 2,5 mM CaCl2 enthält. Die FACS-Röhrchen wurden geschwenkt 

und 5 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen 5 min bei 1200 

U/min und RT zentrifugiert, dann in 0,5 ml Annexin-Binding-Puffer aufgenommen und 

erneut 5 min bei 1200 U/min und RT zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nochmals 

wiederholt und die Zellen wurden dann in 100 µl Hoechst 33258, gelöst in Annexin-

Binding-Puffer und mit einer Endkonzentration von 0,1 µg/100 µl, aufgenommen. Der 

Annexin-V-Fluos Assay wurde umgehend mit dem Durchflusszytometer gemessen. 

 

 

2.5.4  Messung der Zellviabilität mit CellTiter-Blue  

 

Der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay der Firma Promega eignet sich zur Proliferations- 

und Zytotoxitätsbestimmung von Zellen in Zellkultur. Das CellTiter-Blue®-Reagenz enthält 

den blauen Redoxfarbstoff Resazurin und wird im Verhältnis 1:10 direkt auf die Zellkultur 

pipettiert. Nach Zugabe des Reagenz setzen metabolisch aktive Zellen, also lebende 

Zellen, Resazurin in den pink-farbenen, fluoreszenten Farbstoff Resorufin um. Sterbende 

Zellen verlieren hingegen innerhalb kurzer Zeit ihre metabolische Aktivität und erzeugen 

somit kein fluoreszentes Signal. Die Messung des Signals erfolgt nach 1-4 h Inkubation. 

Das Fluoreszenzsignal entspricht der Menge an gebildetem Resorufin und ist direkt 

proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. Das Signal kann im ELISA-Reader bei 570 

nm detektiert werden.  

Der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay wurde verwendet, um die Viabilität von Zellen 18-

24 h nach der Stimulation mit Nukleinsäuren oder nach UV-Bestrahlung zu bestimmen. 

Dazu wurde 1/10 Volumen CellTiter-Blue®-Reagenz direkt in den Zellüberstand gegeben 

und durch leichtes Schütteln der Kulturplatten mit dem Kulturmedium gemischt, so dass 

dieses blau gefärbt wurde. Es wurde 1-4 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis die 

Zellkulturüberstände der unbehandelten Zellen eine pinke Färbung aufwiesen, der in der 

CellTiter-Blue®-Reagenz enthaltene, blaue Redoxfarbstoff Resazurin also von den 

unbehandelten Zellen komplett in den pink-farbenen, fluoreszenten Farbstoff Resofurin 

umgesetzt worden war. Die Fluoreszenzsignale wurden im ELISA-Reader bei 570 nm 

gemessen. Zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz wurde das CellTiter-Blue®-

Reagenz auch in Vertiefungen gegeben, in denen keine Zellen ausgesät worden waren, 
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sondern sich nur Medium befand. Dieser Wert wurde von den Fluoreszenzwerten der 

ausplattierten Zellen subtrahiert. 

 

 

2.6  Zytokinmessung 

 

2.6.1  Elisa zur Bestimmung der murinen Zytokine IL-1β,  IL-6,  

 IL-12p40, IL-12p70 und IP-10 

 

Mit Hilfe des „Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay“ (ELISA) lassen sich die in den 

Zellkulturüberstand freigesetzten Zytokine unter Verwendung von AKs, die diese Zytokine 

spezifisch binden, quantitativ nachweisen. Dem Verfahren des Sandwich-ELISA liegt 

folgendes Prinzip zugrunde: über Erstantikörper, mit denen die 96-Loch-ELISA-Platte 

beschichtet ist, werden bestimmte Zytokine gebunden. Ein Zweitantikörper, an dessen Fc-

Teil ein Farbstoffsubstrat umsetzendes Enzym (Peroxidase) gekoppelt ist, bindet an ein 

zweites Epitop des an den Erstantikörper gebundenen Zytokins. Nach Zugabe eines 

Substrats, das von diesem Enzym umgesetzt wird, schlägt die zuvor farblose Lösung in 

eine blaue Lösung um. Diese Farbreaktion kann durch Zugabe von 2 N H2SO4 abgestoppt 

werden, wodurch die Farbe des Substrats von blau nach gelb umschlägt. Die 

Farbintensität kann in einem ELISA-Reader gemessen werden und erlaubt einen 

Rückschluss auf die Konzentration des im Zellüberstand enthaltenen Zytokins.  

Zur Messung der murinen Zytokine IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70 und IP-10 wurde die 

96-Loch-ELISA-Platte mit je 50 µl Erstantikörper-Lösung gegen das nachzuweisende 

Zytokin pro Vertiefung beschichtet und über Nacht bei 4 °C (IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-

12p70) bzw. RT (IP-10) inkubiert. Als Beschichtungspuffer für den IL-1β- und IL-6-ELISA 

wurde eine 0,1 M Natriumcarbonat-Lösung mit pH 9,5, für den IL-12p40- und IL-12p70-

ELISA eine 0,2 M Natriumphosphat-Lösung mit pH 6,5 und für den IP-10-ELISA 1 x PBS 

verwendet. Nach Ausklopfen der Platte zur Entfernung der AK-Lösung wurde die Platte 

einmal (IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70) bzw. dreimal (IP-10) mit 150 µl Waschpuffer (1 x 

PBS mit 0,05 % Tween 20) pro Vertiefung gewaschen. Um die unspezifischen 

Bindungsstellen zu blockieren, wurden anschließend pro Vertiefung jeweils 50 µl Assay-

Puffer (1 x PBS mit 10 % FCS (IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70)  bzw. mit 1 % BSA (IP-

10)) gegeben und für 1 h bei RT inkubiert. Es wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen 

und 50 µl der Proben wurden in der gewünschten Verdünnung in die beschichteten 
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Vertiefungen der 96-Loch-ELISA-Platte pipettiert. Eine 8-punktige 1:2 Verdünnungsreihe 

des jeweiligen rekombinanten Standardzytokins inklusive Leerkontrolle wurde angefertigt 

und ebenfalls jeweils 50 µl pro Vertiefung auf die Platte aufgetragen, um abschließend die 

im Zellkulturüberstand enthaltenen Zytokine quantitativ bestimmen zu können. Die Proben 

sowie das Standardzytokin wurden dazu mit dem jeweiligen Assay-Puffer verdünnt. Nach 

2 h Inkubation bei RT wurden die Überstände wieder aus der ELISA-Platte entfernt und es 

wurde fünfmal (IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70) bzw. dreimal (IP-10) gewaschen. Im Falle 

des IL-6-, IL-12p40- und IL-12p70-ELISA wurden danach 50 µl einer 

Zweitantikörper/HRP-Konjugatlösung („horse radish peroxidase“) pro Vertiefung 

zugegeben und 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Im Falle des IL-1β- und IP-10-ELISA 

wurde dagegen zunächst nur der Detektionsantikörper in einem Volumen von 50 µl pro 

Vertiefung für 1 h (IL-1β) bzw. 2 h (IP-10) aufgetragen und erst dann nach dreimaligem 

Waschen für weitere 30 min 50 µl der HRP-Konjugatlösung. Der Zweitantikörper band an 

das zuvor gebundene Zytokin und das HRP-Konjugat an den Zweitantikörper. Nach 

Entfernung der (Zweitantikörper/)HRP-Konjugatlösung und siebenmal Waschen konnte 

der ELISA entwickelt werden. Dazu wurden 50 µl Substratlösung pro Vertiefung pipettiert 

und die ELISA-Platte im Dunkeln bei RT etwa 15 min inkubiert. Das Substrat wurde 

enzymatisch umgesetzt und es entstand eine Blaufärbung. Bei ausreichender 

Blaufärbung wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 50 µl 2 N H2SO4 pro Vertiefung 

abgestoppt. Die Farbintensität wurde im ELISA-Reader bei 450 und 570 nm gemessen. 

Die gemessene Absorption diente der Berechnung der Zytokinkonzentration in den 

analysierten Zellkulturüberständen. 

 

 

2.6.2  ELISA zur Bestimmung des murinen IFN-α 

 

Zur quantitativen Bestimmung des in Zellkulturüberständen und Seren enthaltenen 

murinen IFN-α wurde die 96-Loch-ELISA-Platte mit je 50 µl Erstantikörper-Lösung pro 

Vertiefung beschichtet und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Dazu wurde der Erstantikörper 

RMMA-1 (1 mg/ml) 1:1000 in 0,2 M Natriumphosphat-Beschichtungspuffer mit pH 6,5 

verdünnt. Nach Ausklopfen der Platte zur Entfernung der AK-Lösung wurde die ELISA-

Platte dreimal mit 150 µl Waschpuffer (1 x PBS mit 0,05 % Tween 20) pro Vertiefung 

gewaschen. Anschließend wurden pro Vertiefung jeweils 150 µl Assay-Puffer (PBS mit 10 

% FCS und 0,05 % Sodiumazid) gegeben und 3 h bei RT inkubiert, um die unspezifischen 

Bindungsstellen zu blockieren. Nach dreimaligem Waschen der ELISA-Platte mit 150 µl 

Waschpuffer pro Vertiefung wurden die Proben und der Standard aufgetragen. Bei der 
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Analyse von Zellkulturüberständen wurden jeweils 50 µl derselben unverdünnt in die 

beschichteten Vertiefungen der 96-Loch-ELISA-Platte pipettiert. Seren wurden 1:2 oder 

1:3 verdünnt aufgetragen. Eine 8-punktige 1:2 Verdünnungsreihe des rekombinanten IFN-

α-Standards (105 U/ml) inklusive Leerkontrolle wurde angefertigt, wobei der höchste 

Standard durch 1:200 Verdünnung einer Konzentration von 5347 pg/ml entsprach. Die 

Verdünnungsreihe wurde mit dem Medium angesetzt, das auch zur Kultivierung der 

Zellen in dem auszuwertenden Experiment verwendet worden war. Es wurden jeweils 50 

µl pro Vertiefung auf die Platte aufgetragen. Die Inkubation des Standards und der 

Proben erfolgte für mindestens 16 h bis maximal 2 Tage bei 4 °C. Nach Entfernung der 

Überstände wurde die ELISA-Platte dreimal gewaschen und ein polyklonaler Kaninchen-

anti-Maus-IFN-α-Detektionsantikörper in einem Volumen von 50 µl pro Vertiefung auf die 

ELISA-Platte aufgetragen. Dazu wurde der Detektionsantikörper (80 NU/µl) 1:1000 in 

Assay-Puffer (1 x PBS mit 10 % FCS und 0,05 % Sodiumazid) verdünnt. Während der 3 h 

Inkubation bei RT oder alternativ über Nacht bei 4 °C band der Detektionsantikörper an 

das zuvor gebundene IFN-α. Nach Entfernen der Detektionsantikörper-Lösung wurde die 

ELISA-Platte fünfzehnmal mit 150 µl Waschpuffer pro Vertiefung gewaschen und ein 

HRP-konjugierter Zweitantikörper aufgetragen, der wiederum an den Detektionsantikörper 

band. Bei dem HRP-konjugierten Zweitantikörper handelt es sich um eine Esel-anti-

Kaninchen-F(ab)2-Peroxidase, die 1:10000 in Assay-Puffer (1 x PBS mit 10 % FCS ohne 

Sodiumazid) verdünnt wurde und in einem Volumen von 50 µl pro Vertiefung auf die 

ELISA-Platte pipettiert wurde. Es wurde 3 h im Dunkeln und bei RT auf dem Schüttler 

inkubiert und danach zwölfmal gewaschen. Zur Entwicklung des ELISA wurden 50 µl 

Substratlösung pro Vertiefung pipettiert und die ELISA-Platte im Dunkeln bei RT 5-30 min 

inkubiert, bis die ersten fünf Standardverdünnungen anhand der Blaufärbung zu erkennen 

waren. Dann wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 50 µl 2 N H2SO4 pro Vertiefung 

abgebrochen. Die Farbintensität wurde umgehend im ELISA-Reader bei 450 und 570 nm 

gemessen. Anhand der Konzentrationen des Standards und deren Absorption konnte die 

IFN-α-Konzentration in den analysierten Zellkulturüberständen bzw. Seren bestimmt 

werden. 
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2.6.3  ELISA zur Bestimmung von humanem IFN-α  

 

Zur Bestimmung von humanem IFN-α in Zellkulturüberständen wurde ein ELISA 

verwendet, dessen Protokoll zur Durchführung von dem unter „2.6.1 Elisa zur 

Bestimmung der murinen Zytokine IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70 und IP-10“ 

beschriebenen Protokoll etwas abwich. Nachdem die ELISA-Platte über Nacht bei 4 °C 

mit je 50 µl eines in 1 x PBS verdünnten Erstantikörpers pro Vertiefung beschichtet 

worden war, wurde sie ausgeklopft und unspezifische Bindungsstellen mit jeweils 50 µl 

Assay-Puffer (1 x PBS mit 2 % FCS und 0,05 % Tween) pro Vertiefung für 1 h bei RT 

abgesättigt. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (1 x PBS mit 0,05 % Tween 20) 

wurden dann gleichzeitig mit den verdünnten Proben (50 µl) und der Standardreihe (50 µl) 

25 µl der HRP-Konjugat-Lösung pro Vertiefung auf die ELISA-Platte aufgetragen und es 

wurde 2 h bei RT inkubiert. Anschließend wurde die ELISA-Platte dreimal gewaschen, 

das Substrat zugegeben und mit 2 N H2SO4 die Farbreaktion abgestoppt, um die 

Farbintensität zu detektieren.  

 

 

2.7  Molekularbiologische Methoden 

 

2.7.1  Genotypisierung von Mäusen 

 

Durch den Nachweis spezifischer Gene in der chromosomalen DNA ist es möglich, 

Mäuse zu genotypisieren.  

Die genomische DNA wurde hierzu aus Schwanzbiopsien der Mäuse isoliert. Zur 

Probengewinnung wurden ca. 0,5 cm von den Schwanzspitzen der Mäuse mit einer 

Schere abgesetzt und in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß in 500 µl Tail-Puffer und 2,5 µl 

Proteinase K (20 µg/µl) über Nacht (mindestens 6-7 h) bei 55 °C inkubiert. 

Währenddessen löste sich das Gewebe auf. Der Suspension wurden 500 µl 

Phenol/Chloroform im Verhältnis 1:1 zugegeben und es wurde gut gemischt. Durch 

Zentrifugation bei 14000 g und RT für 10 min bildeten sich zwei Phasen, wobei die 

wässrige obere Phase die DNA enthielt und in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt 

wurde (ca. 300 µl). Anschließend wurde das doppelte Volumen an 100 % Ethanol 

hinzugefügt, über Kopf geschüttelt und für maximal 2 min bei 14000 g und RT 

zentrifugiert. Dadurch sammelte sich die DNA als Sediment am Boden des 
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Reaktionsgefäßes. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und die DNA mit 1 ml 

70 % Ethanol gewaschen und für 15 min bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C 

zentrifugiert. Nachdem der Überstand vorsichtig abpipettiert worden war, wurde die 

isolierte DNA bei 37 °C getrocknet und dann in einem geeigneten Volumen (ca. 200 µl) 

Tris/H2O aufgenommen. Um die DNA vollständig zu lösen, wurde der Ansatz über Nacht 

bei 37 °C inkubiert. Zur weiteren Analyse wurde eine qualitative 

Polymerasekettenreaktion durchgeführt. Bis zu ihrer Verwendung wurde die verdünnte 

DNA bei - 20 °C gelagert. 

 

 

2.7.2  Qualitative Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Bei der Polymerasekettenreaktion („polymerase chain reaction“, PCR) wird lineare DNA 

(genomische DNA, Plasmid-DNA, cDNA) durch eine DNA-Polymerase spezifisch 

amplifiziert. Zu den grundlegenden Komponenten der PCR gehören: die DNA, die den zu 

vervielfältigenden Bereich, das so genannte Template, enthält, zwei synthetisch 

hergestellte ODNs (Primer), die auf den beiden Einzelsträngen der DNA jeweils den 

Startpunkt der DNA-Synthese festlegen und somit den zu vervielfältigenden Bereich 

begrenzen, eine hitzestabile DNA-Polymerase zur Replikation des festgelegten 

Abschnitts, ODNs als Bausteine für den von der DNA-Polymerase synthetisierten DNA-

Strang, Mg2+-Ionen für die Funktionsfähigkeit der DNA-Polymerase sowie eine 

Pufferlösung, die eine für die DNA-Polymerase geeignete chemische Umgebung 

sicherstellt. In Anwesenheit dieser Komponenten wird die zwischen den Primern liegende 

Sequenz des Templates in der PCR vervielfältigt. Die PCR läuft dabei in drei 

verschiedenen Stufen ab: 

 

1. Bei der Denaturierung schmilzt durch Erhitzen des Reaktionsansatzes das 

doppelsträngige Template zu Einzelsträngen auf. 

2. Beim Annealing hybridisieren die Primer spezifisch an das Template. 

3. Bei der Elongation beginnt die von den Primern ausgehende Strangsynthese. 

 

Dieser Zyklus wird mehrmals wiederholt, wobei das synthetisierte DNA-Fragment für die 

folgenden Amplifikationen als Matrize dient. Die Amplifikation der zwischen den Primern 

liegenden Sequenz verläuft daher exponentiell (Kettenreaktion). 

Zur Genotypisierung von MDA-5-defizienten Mäusen wurde eine Multiplex-PCR 

durchgeführt, die es erlaubt, in nur einem PCR-Ansatz Wildtyp-Mäuse von hetero- bzw. 
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homozygoten MDA-5-defizienten Mäusen zu unterscheiden. Ein Reaktionsansatz aus 1 µl 

Template (ca. 25-200 ng/µl DNA), 2,5 µl Primer Hec16112r (10 µM) und je 1,25 µl der 

beiden Primer Hexon15859f (10 µM) und HEC14305 (10 µM), 0,25 µl Taq Polymerase, 

0,5 µl dNTPs (10 mM), 5 µl 5 x Taq Puffer, 0,8 µl MgCl2 (50 mM) und 12,45 µl H2O wurde 

auf Eis zusammenpipettiert und anschließend im PCR-Block mit folgendem Programm 

gestartet: 

 

94 °C 5 min  

94 °C 

60 °C 

72 °C 

30 sec 

30 sec 

30 sec 

    Zyklus 30 x 

72 °C 5 min  

4/15 °C   

 

Bei der Analyse der per PCR amplifizierten Genabschnitte auf einem Agarosegel konnten 

homozygote MDA-5-defiziente Mäuse anhand einer spezifischen DNA-Bande bei 450 bp 

identifiziert werden, während die der Wildtyp-Mäuse bei 255 bp lag und heterozygote 

Tiere beide Banden aufwiesen. 

Zur Genotypisierung von homozygoten RIG-I-defizienten Mäusen wurden zwei PCR-

Ansätze mit unterschiedlichen Primerpaaren benötigt. Zum Nachweis des Wildtyp-Allels 

wurden die Primer A und B verwendet, zum Nachweis des mutierten Allels der Primer B in 

Kombination mit dem Primer C. Der Reaktionsansatz aus 1 µl Template (ca. 25-50 ng/µl 

DNA), je 0,5 µl der entsprechenden Primer, 0,125 µl DreamTaq Polymerase, 0,5 µl 

dNTPs (10 mM), 2,5 µl 10 x DreamTaq Puffer und 19,9 µl H2O wurde auf Eis 

zusammenpipettiert und im PCR-Block mit folgendem Programm gestartet: 

 

94 °C 10 min  

94 °C 

67 °C 

72 °C 

30 sec 

60 sec 

60 sec 

     Zyklus 35 x 

72 °C 10 min  

4 °C   

 

Jeweils beide Ansätze wurden nach der PCR mittels gelelektrophoretischer Auftrennung 

analysiert. Wildtyp-Mäuse wiesen nur nach Verwendung des Primerpaars A/B eine Bande 

von 1,2 kb auf, homozygote RIG-I-defiziente Mäuse hingegen nur nach Verwendung des 

Primerpaars B/C und heterozygote Tiere in beiden Ansätzen. 



2 Material und Methoden 

 81 

2.7.3  Aufreinigung von PCR-Produkten 

 

PCR-Produkte wurden mit dem innuPREP PCRpure Kit der Firma Analytik Jena nach 

Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Dabei wird zunächst ein Bindungspuffer zum PCR-

Reaktionsansatz gegeben, damit die PCR-Fragmente an einen Säulenfilter binden. 

Anschließend werden sie mit einem dafür vorgesehenen Puffer eluiert.  

Zur weiteren Aufreinigung erfolgte eine Ethanolpräzipitation, bei der den PCR-Produkten 

3 Volumen 100 % Ethanol sowie 1/10 Volumen Natriumazetat zugesetzt wurden. Der 

Ansatz wurde gut gemischt, für 5 min bei - 80 °C inkubiert und anschließend 15 min bei 

maximaler Geschwindigkeit und 4 °C zentrifugiert. Nach Abnehmen des Überstandes 

wurden 500 µl 70 % Ethanol zum Waschen der sedimentierten PCR-Produkte 

zugegeben. Es wurde erneut 5 min bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C zentrifugiert, 

der Überstand vorsichtig abgenommen und das Sediment getrocknet. Anschließend 

wurden die PCR-Produkte in H2O aufgenommen und nach Bestimmung ihrer 

Konzentration bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C aufbewahrt. 

 

 

2.7.4  Isolation von genomischer DNA aus Zellen 

 

Zur Isolation von genomischer DNA aus Zelllinien wurden maximal 1x107 Zellen pro 

Ansatz eingesetzt. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 1 x PBS gewaschen und 5 min 

bei 1200 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

aufgebrochene Pellet in 500 µl Tail-Puffer plus 2,5 µl Proteinase K (20 µg/µl) 

aufgenommen und in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß unter leichtem Schütteln mindestens 

2 h bei 55 °C inkubiert. Es wurde weiter verfahren nach dem Protokoll zur Isolation 

genomischer DNA aus Schwanzbiopsien, das unter „2.7.1 Genotypisierung von Mäusen“ 

beschrieben wurde. Die isolierte DNA wurde in reinem H2O aufgenommen. Nach 

photometrischer Bestimmung ihrer Konzentration und Reinheit wurde sie bis zu ihrer 

weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 
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2.7.5  Isolation von totaler RNA aus Zellen 

 

Die Zellen, aus denen die RNA gewonnen werden sollte, wurden sedimentiert. Der 

Überstand wurde komplett verworfen, das Zellsediment in 1 ml Trizol aufgenommen und 

bei - 80 °C eingefroren. Das RNA-enthaltende Trizol wurde aufgetaut mit 200 µl 

Chloroform vermischt, 15 s geschüttelt und für 2 min bei RT inkubiert. Durch die 

anschließende Zentrifugation für 15 min bei 12000 g und 4 °C bildeten sich zwei Phasen, 

wobei sich in der wässrigen oberen Phase die RNA befand. Diese Phase wurde in ein 

neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt, das bereits 500 µl Isopropanol enthielt. Das 

Gemisch wurde 10 min bei RT inkubiert und anschließend erneut 10 min bei 12000 g und 

4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Sediment mit 1,4 ml 75 % 

Ethanol bei 8400 U/min und 4 °C für 5 min gewaschen. Danach ließ man den Rest-

Ethanol unter dem Abzug abdampfen. Die sedimentierte RNA wurde in 20 µl DEPC-H2O 

aufgenommen und die Konzentration bestimmt. Alternativ wurde die RNA mit dem 

innuPREP Micro RNA Kit der Firma Analytik Jena nach Angaben des Herstellers 

gewonnen. Dabei erfolgt zunächst die Lyse des Ausgangsmaterials mit anschließender 

selektiver Entfernung der genomischen DNA. Dann wird die RNA an einen Säulenfilter 

gebunden, gewaschen und eluiert. Die extrahierte, hochreine RNA kann für alle gängigen 

nachfolgenden Anwendungen genutzt werden. 

 

 

2.7.6  In vitro-Transkription 

 

Bei der in vitro-Transkription wird mit einer T7-RNA-Polymerase RNA mit einem 5’-

Triphosphat (3-P-RNA) hergestellt. Die T7-RNA-Polymerase synthetisiert die RNA dabei 

ausgehend vom 5’-Ende in Richtung des 3’-Ende. Dazu benötigt sie ein Template, das die 

komplementäre Sequenz der zu synthetisierenden RNA sowie einen ds T7-Polymerase-

Promotor besitzt. Das Template wurde aus zwei ODNs hergestellt, wobei das initiale 

Nukleotid der RNA ein Guanosin sein sollte, um die Ausbeute zu erhöhen (Abbildung 2.1). 

Jeweils 2 µl der DNA-Einzelstränge (3’ und 5’, 100 pmol/µl) wurden mit 1 µl 10 x DNA-

Hybridisierungspuffer und 5 µl DEPC-H2O zusammengegeben, auf 70 °C erhitzt und 5 

min inkubiert. Während der Reaktionsansatz anschließend bei RT bis auf 22 °C langsam 

abkühlte, hybridisierte die DNA zu einem Doppelstrang.  
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 T7-Pol-Promotor (20 nt) 

5’     3’ 

3’             5’ 

 komplementäre Sequenz   komplementäre DNA-Sequenz 

 zum T7-Pol-Promotor   der zu synthetisierenden RNA 

 
Abbildung 2.1: Template für die T7-RNA-Polymerase-Reaktion zur Herstellung von 3-P-RNA.  
Durch Hybridisieren zweier ODNs wird das Template hergestellt. Ein ODN besitzt die Sequenz des T7-Pol-

Promotors (T7-Polymerase-Promotor), das andere ODN hat am 3’-Ende die zum T7-Pol-Promotor 

komplementäre Sequenz und am 5’-Ende die komplementäre Sequenz der zu synthetisierenden RNA. 

 

Für die Klenow-Reaktion wurden zu der hybridisierten DNA 2 µl 10 x Klenow-Puffer, 5 µl 

DEPC-H2O, 2 µl dNTP-Mix (100 mM) und 1 µl Klenow-Fragment (Polymerase 1) 

zugegeben. Es wurde 30 min bei 37 °C im Brutschrank und anschließend 10 min bei 70 

°C inkubiert.  

Die RNA-Synthese wurde nach den Herstellerangaben mit dem Epicentre AmpliScribe T7 

Transcription Kit angesetzt. Gemäß dem Protokoll wurden 2 µl Template nach der 

Klenow-Reaktion, 7,2 µl Nukleotide (je 1,8 µl ATP, CTP, GTP, UTP, 100 mM), 2 µl 

Enzym-Mix (mit rekombinanter T7-Polymerase), 2 µl 10 x Puffer, 2 µl DTT (Dithiothreitol) 

und 4,8 µl DEPC-H2O zusammengegeben und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert. Nach der Inkubationszeit, in der die RNA synthetisiert wurde, wurde 1 µl RNase-

freie DNase I zugesetzt und 15 min bei 37 °C inkubiert, um das enthaltene DNA-Template 

zu verdauen.  

Zur Entfernung von Verunreinigungen wie z.B. Salzen oder überschüssigen Nukleotiden 

wurde die RNA über eine Mini Quick Spin-Säule gegeben. Dazu wurde das Füllmaterial 

der Säule zunächst nach unten geschleudert, der Deckel und das Endstück mit einem 

Öffner entfernt, die Säule in einem 2 ml-Reaktionsgefäß platziert und 2 min bei 1000 g 

und RT ohne Bremse zentrifugiert, um überschüssige Flüssigkeit zu entfernen. Die Säule 

wurde in ein neues RNase-freies Reaktionsgefäß überführt. Dann wurde das Produkt der 

in vitro-Transkription in einem Volumen von 50 µl auf die Säule pipettiert. Es wurde erneut 

4 min bei 1000 g und RT zentrifugiert. Dabei blieben kleine Moleküle wie Salze und 

Nukleotide in der Säule zurück und im Durchfluss befand sich nur die reine RNA. Die 

Reinheit und die Konzentration der RNA wurden photometrisch bestimmt und letztere auf 

1 µg/µl eingestellt. Die 3-P-RNA wurde bei - 80 °C gelagert. 
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2.7.7  Doppelsträngige Oligodesoxynukleotide (dsODNs) 

 

dsODNs wurden durch Zusammengabe der ssODNs generiert. Dazu wurden die ODNs in 

einer Konzentration von 1 µg/µl in gleichen Mengen (w/w) zusammengegeben und 

kurzzeitig auf 95 °C erhitzt. Durch das Erhitzen und das anschließende langsame 

Abkühlen sollte eine optimale Zusammenlagerung der ODNs gewährleistet sein und die 

ODNs aufgrund ihrer Sequenz hybridisieren. Sofort im Anschluss wurden die ODNs für 

die Transfektion verwendet. 

 

 

2.7.8  Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von 
 Nukleinsäuren 

 

Bei der spektralphotometrischen Konzentrationsbestimmung misst man die optische 

Dichte bei λ = 260 nm (OD260), dem Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren. Der 

Extinktionskoeffizient von DNA beträgt 47, der von RNA 40, da eine OD260 von 1 47 µg/ml 

DNA bzw. 40 µg/ml RNA entspricht. Bestimmt man nun photometrisch die optische Dichte 

(OD260) einer Nukleinsäurelösung, so ergibt sich nach Multiplikation mit dem 

Extinktionskoeffizienten ε und einem möglichen Verdünnungsfaktor nach der Formel von 

Lambert Beer für die Konzentration c der Nukleinsäure:  

c [µg/ml] = OD260 × ε × Verdünnungsfaktor. 

Da für eine weitere Verwendung auch die Reinheit der Nukleinsäure von Bedeutung ist, 

wird auch die Konzentration an Proteinen in der Lösung bestimmt. Dazu wird die optische 

Dichte bei λ = 280 nm (OD280), dem Absorptionsmaximum von Proteinen, gemessen. 

Setzt man die Maxima in Relation zueinander (OD260/OD280), so erhält man eine Aussage 

über den Grad an kontaminierenden Proteinen in der Lösung. Eine reine DNA-Lösung 

sollte ein Verhältnis von 1,8 und eine reine RNA-Lösung von 2,0 aufweisen. Liegt der 

Wert unterhalb, ist die Probe mit Protein, Phenol und/oder anderen aromatischen 

Substanzen kontaminiert. 

Um die DNA- bzw. RNA-Konzentration der Nukleinsäurelösungen zu bestimmen, wurde 

mit einem Nanodrop 1000 Spectrophotometer die Absorption bei 260 und 280 nm von 1-2 

µl der betreffenden Nukleinsäurelösung gemessen. Das Gerät gab dann die ermittelte 

DNA- bzw. RNA-Konzentration in [ng/µl] an sowie deren Reinheit in Form des Quotienten 

A260/A280. 
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2.7.9  Agarose-Gelelektophorese 

 

Zum Nachweis der Integrität und Länge von Nukleinsäuren vor allem zur Analyse von 

PCR-Produkten bedient man sich der Methode der Agarose-Gelelektrophorese. Dabei 

werden DNA-Fragmente, mit einem Dichte erhöhenden Ladepuffer gemischt, in 

Vertiefungen einer festen Gelmatrix aus Agarose pipettiert und in einem elektrischen Feld 

ihrer Größe nach aufgetrennt. Die DNA wandert aufgrund ihres negativ geladenen 

Phosphatrückgrates bei neutralem pH-Wert in diesem Feld von der Anode zur Kathode. 

Die Laufgeschwindigkeit der DNA-Fragmente im Agarosegel hängt dabei von 

verschiedenen Faktoren ab: erstens von der Agarosekonzentration des Gels, denn je 

höher die eingesetzte Menge an Agarose ist, desto feinmaschiger ist das als 

Molekularsieb fungierende Polymer, zweitens von der elektrischen Spannung des Gels, 

weil die Laufgeschwindigkeit proportional zur Spannung steigt, drittens der Größe der 

DNA, da kleine Fragmente schneller als große wandern, und viertens von der 

Konformation der DNA. So zeigen z.B. unverdaute Plasmide bei gelelektrophoretischer 

Auftrennung drei Banden unterschiedlicher Stärke, da relaxierte DNA, die durch einen 

Einzelstrangbruch ihre superhelikale Struktur verloren hat, am langsamsten wandert, 

gefolgt von der durch Doppelstrangbruch linearisierten DNA und der sehr kompakten 

superhelikalen DNA. Der Nachweis der durch Gelelektrophorese erhaltenen Fragmente 

erfolgt mittels SYBR® Safe DNA gel stain, einer weniger mutagenen Alternative zur 

Ethidiumbromid-Färbung. An Nukleinsäuren gebunden weist das grün-fluoreszierende 

SYBR® Safe DNA gel stain eine maximale Fluoreszenzanregung bei 280 und 502 nm auf 

und ein Emissionsmaximum bei 530 nm. 

Zur Herstellung eines 1 %igen Agarosegels wurde 1 g Agarose in einem 

Erlenmeyerkolben eingewogen und zusammen mit 100 ml 1 x TAE-Puffer in der 

Mikrowelle ca. 90 s aufgekocht. Der Erlenmeyerkolben mit der Agaroselösung wurde kurz 

geschwenkt und dann wurde nochmals kurz aufgekocht, bis eine homogene Lösung 

entstand. Diese wurde in einen Elektrophoreseschlitten gegossen, in den vorher ein 

Kamm zur Aussparung der Probentaschen eingesetzt worden war. 2,5 µl SYBR® Safe 

DNA gel stain (40000 x) wurden gleichmäßig darin verteilt. Nachdem das Gel ausgehärtet 

war, wurde der Kamm entfernt und der Gelschlitten in eine mit 1 x TAE gefüllte Kammer 

gelegt. In die Taschen wurden dann 1-10 µl der DNA-Proben gegebenenfalls zusammen 

mit 1/6 Volumen bromphenolhaltigen Ladepuffers (6 x) pipettiert, so dass man besser 

verfolgen konnte, wo sich die DNA während des Laufes befand, und damit die DNA durch 

Erhöhung der Dichte in den Taschen nach unten sank. Um die ungefähre Größe der 

erhaltenen Banden auf dem Gel später abschätzen zu können, wurden zusätzlich 4-6 µl 
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Größenstandard in einer Extratasche auf das Gel aufgetragen, da sich das 

Molekulargewicht der DNA-Fragmente anhand der Laufstrecke im Gel relativ zu der 

Laufstrecke von parallel aufgetragenen DNA-Fragmenten bekannten Molekulargewichts 

berechnen lässt. Die Elektrophorese wurde für etwa 45 min bei einer Spannung von 100 

V durchgeführt. Abschließend wurde das Gel auf einen UV-Transilluminator gelegt und 

mit einer digitalen Kamera fotografiert. 

 

 

2.7.10 Einbau und Nachweis von 8-Hydroxy-2-desoxyguanosin           
(8-OH-dG) in Nukleinsäuren 

 

Um 8-OH-dG in DNA zu inkorporieren, wurde eine beliebig ausgewählte 1,5 kB lange 

DNA-Sequenz unter Zugabe unterschiedlicher Mengen an 8-Hydroxy-2-

desoxyguanosintriphosphat (8-OH-dGTP) mit der Phusion DNA-Polymerase per PCR 

amplifiziert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 10 µl 5 x Puffer mit MgCl2, 1 µl dNTPs 

(10 mM), 1 µl entsprechend vorverdünntem 8-OH-dGTP, je 2,5 µl der beiden Primer, 1 µl 

Template (< 10 ng), 0,5 µl Phusion-Polymerase und 31,5 µl H2O zusammen. Unter 

Verwendung des folgenden Programms wurde die PCR im Thermocycler durchgeführt: 

 

98 °C 1 min  

98 °C 

60 °C 

72 °C 

10 sec 

30 sec 

45 sec 

    Zyklus 25 x 

72 °C 10 min  

8 °C   

 

Anschließend wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch analysiert, aufgereinigt und 

es wurde deren Konzentration bestimmt.  

Mit Hilfe der in vitro-Transkription wurde 3-P-RNA mit unterschiedlichen Mengen an 8-

Hydroxy-guanosintriphosphat (8-OH-GTP) synthetisiert. Dabei wurde wie unter „2.7.6 In 

vitro-Transkription“ beschrieben vorgegangen mit der Erweiterung, dass beim Schritt zur 

RNA-Synthese 8-OH-GTP in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt wurde. 

Um das in Nukleinsäuren gezielt inkorporierte 8-OH-dG bzw. 8-OH-G quantitativ 

nachzuweisen, wurde das 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit der Firma StressMarq 

Biosciences Inc. verwendet. Des Weiteren konnte mit dem Kit überprüft werden, inwieweit 

diese Basenmodifikation auch durch UV-Strahlung in genomischer DNA gebildet wurde. 
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Generell kann mit dem 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit 8-OH-dG als freies 

Nukleosid oder in Nukleinsäuren inkorporiert in Urin-, Plasma-, Zellkultur- sowie anderen 

Proben quantitativ bestimmt werden. Das Kit basiert auf dem Prinzip, nach dem das in 

einer Probe enthaltene 8-OH-dG mit einem 8-OH-dG-Acetylcholinesterase (AChE)-

Konjugat (8-OH-dG-Tracer) um die Bindung an einen monoklonalen 8-OH-dG-AK 

konkurriert. Weil die Konzentration des 8-OH-dG-Tracer im Gegensatz zu der des 8-OH-

dG konstant ist, ist die Menge des an den monoklonalen 8-OH-dG-AK bindenden 8-OH-

dG-Tracer umgekehrt proportional zur Konzentration des 8-OH-dG in der Probe. Der 8-

OH-dG-AK ist dabei in der Lage, sowohl freies als auch in der DNA inkorporiertes 8-OH-

dG zu binden. Neben seiner 100 %igen Bindungsspezifität an 8-OH-dG weist er auch eine 

23 %ige Spezifität für 8-Hydroxyguanosin (8-OH-G) sowie 8-Hydroxyguanin auf. Die 

Spezifität für Guanosin ist mit < 0,01 % hingegen vernachlässigbar. Der AK-8-OH-dG-

Komplex bindet an einen polyklonalen Ziege-anti-Maus IgG-AK, mit dem die ELISA-Platte 

beschichtet ist. Zur Entfernung ungebundener Reagenzien wird die ELISA-Platte 

gewaschen und Ellmann’s Reagenz wird zugegeben. Ellmann’s Reagenz enthält 

Acetylthiocholin, das Substrat für die Acetylcholinesterase, sowie 5,5’-Dithio-bis-2-

nitrobenzoesäure. Durch die Hydrolyse von Acetylthiocholin durch die 

Acetylcholinesterase entsteht Thiocholin. Das Produkt der nicht-enzymatischen Reaktion 

von Thiocholin mit 5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoesäure ist 5-Thio-2-nitrobenzoesäure, 

welche eine gelbe Färbung besitzt und bei 412 nm absorbiert. Die Farbintensität, die 

photometrisch bestimmt werden kann, ist proportional zur Menge an gebundenem 8-OH-

dG-Tracer in der Vertiefung der ELISA-Platte. Diese wiederum ist umgekehrt proportional 

zur Menge des freien 8-OH-dG in der analysierten Probe: 

Absorption ∝ [gebundener 8-OH-dG-Tracer] ∝ 1/ [8-OH-dG]. 

Gemäß den Herstellerangaben wurden die Nukleinsäuren zunächst mit der Nuclease P1 

enzymatisch behandelt. Die Nuclease P1 hydrolysiert 3’-5’-Phosphodiesterbrücken in 

RNA und Hitze-denaturierter DNA sowie 3’-Phosphomonoesterbrücken in Mono- und 

Oligonukleotiden mit einer 3’-Monophosphatgruppe ohne Basenspezifität. Dazu wurden 

2,5 µg Nukleinsäure mit Natriumacetat-Puffer (30 mM, pH 5,3) in einem Volumen von 23 

µl zuerst 5 min bei 95 °C inkubiert und nach Zugabe von 2 µl Nuclease P1 (1 mg/ml) 1 h 

bei 50 °C. Zur Dephosphorylierung wurden 5 µl 10 x FD-Puffer, 19 µl H2O und 1 µl 

alkalische Phosphatase hinzupipettiert, 30 min bei 37 °C und weitere 10 min bei 95 °C 

inkubiert. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden die Proben auf Eis aufbewahrt. Je 50 

µl der Proben wurden pro Vertiefung auf die im Kit enthaltene, vorbeschichtete ELISA-

Platte aufgetragen. 50 µl 8-OH-dG-Tracer sowie 50 µl monoklonaler 8-OH-dG-AK wurden 

zugegeben. Da die genaue Konzentration des in der Probe enthaltenen 8-OH-dG bzw. 8-

OH-G nicht bestimmt werden musste, wurde keine Standardreihe mitgeführt. Zum 
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Nachweis möglicher unspezifischer Bindungen des 8-OH-dG-Tracer wurden zur Kontrolle 

jedoch in einer Vertiefung nur 50 µl 8-OH-dG-Tracer und 100 µl EIA-Puffer aufgetragen 

(„Non-Specific Binding“, NSB). Um die Maximalmenge des 8-OH-dG-Tracer zu 

bestimmen, die vom monoklonalen 8-OH-dG-AK in Abwesenheit von 8-OH-dG bzw. 8-

OH-G gebunden werden kann, wurden außerdem in eine weitere Vertiefung 50 µl 8-OH-

dG-Tracer plus 50 µl monoklonaler 8-OH-dG-AK und 50 µl EIA-Puffer pipettiert 

(„Maximum Binding“, B0). Zur Detektion der durch das Ellmann’s Reagenz verursachten 

Hintergrundabsorption blieb eine zusätzliche Vertiefung auf der ELISA-Platte zunächst 

leer („Blank“, Blk). Die Proben wurden 18 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der 

Überstand verworfen und die ELISA-Platte wurde fünfmal mit je 150 µl Waschpuffer pro 

Vertiefung gewaschen. Zur Entwicklung der ELISA-Platte wurden 200 µl frisch 

angesetztes Ellmann’s Reagenz in jede Vertiefung gegeben. Die ELISA-Platte wurde bei 

RT im Dunkeln 90-120 min auf einem Schüttler inkubiert. In regelmäßigen Zeitabständen 

wurde die Absorption der ELISA-Platte bei einer Wellenlänge zwischen 405 und 420 nm 

photometrisch bestimmt. Sobald die Absorption der B0-Kontrolle zwischen 0,3 und 1,0 

A.U. nach Abzug des Leerwerts lag, wurde auch die Absorption der Proben detektiert. 

Überschritt die Absorption der Proben einen Wert von 2,0 A.U., musste die ELISA-Platte 

gewaschen werden, frisches Ellmann’s Reagenz zugegeben werden und erneut 

entwickelt werden. Bei der anschließenden Auswertung wurde zuerst die gemessene 

Absorption der Blk-Kontrolle von der Absorption der übrigen Proben subtrahiert. Die 

Mittelwerte der Absorptionen der NSB-Kontrollen sowie der B0-Kontrollen wurden gebildet 

und der NSB-Mittelwert vom B0-Mittelwert subtrahiert (korrigierter B0). Der NSB-Mittelwert 

wurde außerdem von den Absorptionswerten der Proben subtrahiert und es wurde durch 

den korrigierten B0 geteilt. Durch Multiplikation mit 100 ergab sich das Verhältnis aus der 

Absorption einer spezifischen Probe zu der Absorption der korrigierten B0-Kontrolle in 

Prozent (% B/B0). 
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2.8  Virologische Methoden 

 

2.8.1  Herstellung von lentiviralen shRNA-Vektoren 

 

Das Prinzip der RNA-Interferenz basiert auf dem Mechanismus, dass durch kurze ds 

RNA-Moleküle endo- oder exogenen Ursprungs eine Degradation der komplementären 

zellulären RNA induziert wird und die Translation des entsprechenden Proteins reprimiert 

wird. Um einen gezielten „knockdown“ eines Gens in eukaryotischen Zellen zu erreichen, 

bietet sich der Einsatz von „short hairpin RNA“ (shRNA)-Konstrukten in lentiviralen 

Vektoren an. Die shRNA-Konstrukte, die aus einem „sense“-Strang, einem „Loop“-

kodierenden Bereich und einem „antisense“-Strang bestehen, werden nach der 

Transduktion innerhalb der Zelle exprimiert, zu Haarnadelstrukturen gefaltet und von der 

zelleigenen Endonuklease Dicer zu aktiven siRNAs von 21-23 Nukleotiden Länge 

prozessiert. Diese werden über den RLC („RISC-loading complex“) auf den RISC („RNA-

induced silencing complex“) geladen. Während der „sense“-Strang der siRNA gespalten 

wird, verbleibt der „antisense“-Strang im RISC und leitet ihn zur komplementären Ziel-

RNA. Die katalytische Komponente des RISC (Argonaute Ago2) spaltet dann die Ziel-

RNA. Im Gegensatz zu chemisch synthetisierten siRNAs wird shRNA in den Zellen 

kontinuierlich exprimiert und bleibt folglich über einen langen Zeitraum in der 

Zellpopulation erhalten, was zu einer stabilen Suppression des Genprodukts führt. 

Die lentiviralen Konstrukte wurden als Glycerinstocks der TRC1-shRNA-Bibliothek 

entnommen, die freundlicherweise von Prof. Dr. Veit Hornung zur Verfügung gestellt 

wurde. Sequenzen, die nicht in dieser Bibliothek vorhanden waren, stammten aus der 

TRC1.5- oder TRC2-Bibliothek und wurden in die AgeI- und EcoRI-Schnittstellen des 

Genomplasmids pLKO.1 kloniert. Der pLKO.1 Vektor ist ein HIV-1 basierter lentiviraler 

Vektor, der für transiente und stabile Transfektionen von shRNA sowie für die Produktion 

von viralen Partikeln geeignet ist (Addgene Plasmid 8453, Bob Weinberg) (Stewart et al., 

2003) (Abbildung 2.2). 
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Name Beschreibung 

U6 U6 Promoter 

cppt zentraler polypuriner Teil 

hPGK humane Phosphoglyceratkinase eukaryotischer Promoter 

puro R Puromycin-Resistenzgen für Säuger-Selektion 

SIN/3’ LTR 3’ selbst inaktivierendes „long terminal repeat“ 

f1 ori f1 Replikationsursprung 

ampR Ampizillin-Resistenzgen für bakterielle Selektion 

pUC ori pUC Replikationsursprung 

5’ LTR 5’ „long terminal repeat“ 

Psi RNA-Verpackungssignal 

RRE Rev „Response“-Element 

 
Abbildung 2.2: Der lentivirale Plasmidvektor pLKO.1-puro und seine Elemente.  

Modifiziert nach http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-genomics-and-rnai/shrna/library-

information/vector-map.html#pLKO. 
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Für die Produktion der Lentiviren wurden das Genomplasmid pLKO.1 mit der shRNA-

Sequenz, das Verpackungsplasmid psPAX2 der zweiten Generation (Addgene Plasmid 

12260, Didier Trono) sowie das Hüllplasmid pMD2.G (Addgene Plasmid 12259, Didier 

Trono) mit Hilfe der Kalzium-Phosphat-Methode in HEK293T Zellen transfiziert. 

Dazu wurden zuerst Petrischalen mit poly L-Ornithin beschichtet, um die Adhärenz der für 

die Virusproduktion dienenden HEK Zellen an die Polystyroloberfläche zu erhöhen. Dazu 

wurden jeweils 5 ml 1:100 in H2O verdünntes poly L-Ornithin (100 x Stammlösung) pro 10 

cm-Petrischale gegeben und anschließend wieder abgesaugt. Die Schalen wurden dann 

2-3 h oder über Nacht bei 37 °C inkubiert und danach dreimal mit 1 x PBS gewaschen. 

Optional wurden 5 ml Gelatine-Lösung in die Schalen gegeben und für weitere 30 min bei 

37 °C inkubiert. Nach Absaugen der Gelatine wurde einmal mit 1 x PBS gewaschen. Je 

4x106 HEK Zellen wurden in die mit poly L-Ornithin beschichteten Petrischalen in einem 

Volumen von 10 ml ausgesät. Dabei war zu beachten, dass die Ausgangskultur der HEK 

Zellen nicht dichter als 90 % war, um eine hohe Transfektionsrate zu gewährleisten. Nach 

24 h wurden die HEK Zellen mit Lentiviren transfiziert, wobei 1-2 h vor der Transfektion 

das Medium gewechselt wurde. Optimalerweise waren die HEK Zellen zum Zeitpunkt der 

Transfektion zu 50-70 % konfluent. Der Transfektionsansatz pro 10 cm-Petrischale setzte 

sich aus 20 µg lentiviralem Plasmid (pLKO.1), 15 µg Verpackungsplasmid (psPAX2), 6 µg 

Hüllplasmid (pMD2.G) und optional 0,2 µg GFP-Plasmid (pMAX-GFP) als 

Transfektionskontrolle zusammen und wurde mit H2O auf ein Volumen von 500 µl 

aufgefüllt. Es wurden 62,5 µl 2 M CaCl2 zugegeben. Der Ansatz wurde gevortext und 

dabei 500 µl 2 x HBS tropfenweise hinzugefügt. Nach einer Inkubation von 10-20 min bei 

RT wurde der Ansatz tropfenweise auf den HEK Zellen verteilt. Anschließend wurden die 

HEK Zellen bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. 8-12 h (maximal 24 h) später erfolgte ein 

Mediumwechsel. Dabei wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden mit 10 ml 

warmem 1 x PBS gewaschen und dann wurde erneut 10 ml warmes Medium zugegeben. 

24 h nach der Transfektion wurde die GFP-Expression überprüft. 48 h danach fand die 

Virusernte durch Abnahme des Zellüberstandes statt. Da sich die HEK Zellen in den mit 

poly L-Ornithin beschichteten Petrischalen nicht ablösten, konnte mit Medium 

nachgefüttert werden und nach 24 h konnten erneut Viren geerntet werden. Der 

Überstand wurde 5 min bei 800 g und RT zentrifugiert, um diesen von Zellen zu befreien, 

durch einen 0,45 µm-Filter gepresst und bis zur weiteren Verwendung in Aliquots bei - 80 

°C gelagert. 
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2.8.2  Herstellung von transduzierten Zelllinien 

 

Um adhärente Zellen wie z.B. 129 WT Makrophagen mit den Lentiviren zu infizieren, 

wurden diese dünn in Zellkulturschalen in einem Volumen von 10 ml ausgesät und über 

Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dann wurde das Medium abgenommen. 2-5 ml 

Lentiviren-Überstand und 10 µl Polybrene (8 mg/ml Stock) wurden mit Medium auf 10 ml 

aufgefüllt und in die Zellkulturschale mit den Zellen gegeben. Die MOI betrug ca. 1. Eine 

Schale wurde als untransduzierte Kontrolle mitgeführt. Nach 24 und 48 h erfolgte ein 

Mediumwechsel. Bei letzterem wurde das Selektionsantibiotikum Puromycin zugegeben. 

Seine Konzentration wurde so gewählt, dass untransduzierte Zellen nach 3-5 Tagen 

starben. Bei 129 WT Makrophagen waren dies 2-5 µg/ml Puromycin. Die transgenen 

Zellen wurden für 5 Tage unter Selektion gehalten und dann in Stimulationsexperimenten 

eingesetzt. Dazu wurden je 2x104 Zellen/150 µl pro Vertiefung in eine 96-

Lochflachbodenplatte gegeben und bis zur Stimulation 24 h später bei 37 °C im 

Brutschrank inkubiert.  

 

 

2.9  Maus in vivo Versuche 

 

50 µg genomische DNA bzw. 20 µg eines DNA-Oligonukleotids wurden mit Dotap im 

Verhältnis 1:2 und in einem Volumen von 600 µl komplexiert. Das Nukleinsäure-Dotap-

Gemisch wurde der Versuchsmaus mittels einer 1 ml-Einmalspritze in die Schwanzvene 

injiziert (i.v.). Nach 4 und 6 h wurde der Maus unter Isofluran-Betäubung mit Hilfe einer 

Glaspasteurpipette Blut aus dem Augenhintergrund entnommen und in Microtainer 

Röhrchen gesammelt. Durch Zentrifugation der Microtainer Röhrchen trennte sich das 

Serum von den restlichen zellulären Bestandteilen ab und sammelte sich im Überstand. 

Bis zur weiteren Analyse wurde das Serum bei - 20 °C gelagert.  
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2.10  Statistische Analysen 

 

Die Ergebnisse der hier gezeigten Versuche wurden jeweils in mindestens drei 

unabhängigen Experimenten bestätigt. Wurden Experimente weniger als dreimal 

durchgeführt, ist dies in der zugehörigen Bildunterschrift erwähnt. Stimulationen und 

Zytokinbestimmungen wurden stets in Duplikaten oder Triplikaten durchgeführt. Die 

Ergebnisse sind als arithmetrisches Mittel mit Standardabweichung des Mittelwerts 

(„standard error of mean“, SEM) angegeben. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der 

zweiseitige Student’s t-Test verwendet (*=p≤0,05). 
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3  Ergebnisse 
 

3.1  UV-Strahlung induziert dosisabhängig Apoptose 

 

Absorption von UV-Strahlung über die Haut ist in der Lage, das Immunsystem in 

vielfältiger Weise zu beeinflussen. Einerseits kann UV-Strahlung inflammatorische 

Immunmechanismen aktivieren, andererseits lokale aber auch systemische 

Immunsuppression bewirken. Die Ursache hierfür liegt in der Fähigkeit des UV-Lichts, 

Biomoleküle in der Haut zu ionisieren und diese chemisch zu verändern (Maverakis et al., 

2010). Diese UV-induzierten chemischen Reaktionen können für den Organismus sowohl 

nützlich als auch schädlich sein. Ein Beispiel für die nützliche, ja sogar lebensnotwendige 

Wirkung stellt die Bildung von Pro-Vitamin D3 aus 7-Dehydrocholesterol dar (Maverakis et 

al., 2010). Andererseits übt sie als exogener Stressor auch eine Reihe von schädlichen 

Wirkungen auf den Organismus aus, indem sie bestimmte Biomoleküle und 

Zellstrukturen, wie z.B. die DNA, Zellmembranen und Enzyme, verändert. Neben 

zellulären Reparatursystemen für geschädigte Proteine und Nukleinsäuren stellt Apoptose 

einen weiteren Schutzmechanismus des Körpers gegen UV-Licht bedingte Schäden dar 

(Batista et al., 2009). Die UV-induzierte Schädigung bewirkt eine Erhöhung des p53-

Proteins, eines Tumorsuppressors, durch den eine p53-abhängige Apoptose eingeleitet 

wird (van den Oord et al., 1994). UV-induzierte Apoptose kann aber auch p53-unabhängig 

durch membrangetriggerte Signaltransduktionswege ablaufen (Kulms et al., 2002; 

Leverkus et al., 1997). Durch Apoptose kann malignen Transformationen entgegengewirkt 

werden, andererseits können dadurch aber auch nukleäre Antigene freigesetzt werden, 

welche potentiell autoreaktive Immunantworten induzieren oder verschärfen können 

(Maverakis et al., 2010). 

Um ein in vitro-Zellkultur-Modell für die immunstimulatorischen vs. immunsupressiven 

Auswirkungen von UV-Strahlung zu etablieren, wurde zunächst untersucht, in welchem 

Maße UV-Strahlung als pro-apoptotischer Stimulus die Vitalität von RMA Zellen 

beeinflusst. Hierfür wurden RMA Zellen mit UV-C-Licht in Dosen von 0-1000 mJ/cm2 

bestrahlt und anschließend für 18-24 h weiter kultiviert. UV-C-Strahlung wirkte 

dosisabhängig zytotoxisch, was mit Hilfe des CellTiter-Blue-Test® (Promega) quantifiziert 

wurde (Abbildung 3.1 A). Ab einer Strahlendosis von 250 mJ/cm2 war eine signifikante 

Reduktion der Zellviabilität festzustellen. Weniger als 40 % der Zellen waren noch 

metabolisch aktiv. Bei einer Strahlendosis von 1000 mJ/cm2 waren es nur noch 10 %.  
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Mit einer Annexin-V-Fluos-Färbung 18-24 h nach der Bestrahlung der Zellen konnte 

zusätzlich die Induktion von Apoptose in Abhängigkeit von der Strahlendosis 

nachgewiesen werden (Abbildung 3.1 B). Die Bestrahlung mit UV-C-Licht in einer Dosis 

von 250 mJ/cm2 führte zu etwa 40 % Annexin-V-Fluos+ gefärbter Zellen, in einer Dosis 

von 500 mJ/cm2 zu etwa 60 % und in einer Dosis von 1000 mJ/cm2 zu etwa 90 %. Dies 

bestätigte die Ergebnisse des CellTiter-Blue-Tests. 

 

 
 
Abbildung 3.1: Dosisabhängige Induktion von Apoptose durch UV-Strahlung.  

RMA Zellen wurden mit UV-C-Licht in Dosen von 0-1000 mJ/cm2 bestrahlt und nach 18-24 h Inkubation 

wurden die Zellviabilität mit dem CellTiter-Blue-Test (A) sowie die Rate apoptotischer Zellen mit der Annexin-

V-Fluos-Färbung (B) bestimmt. Der Mittelwert ± SEM (n=3) eines repräsentativen Ergebnisses von drei 

unabhängigen Experimenten ist gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen 

Student’s t-Test berechnet (*=p≤0,05). 

 

Die DNA-Fragmentierung ist ein für die späte Apoptose typischer Vorgang, bei dem es zu 

einer Spaltung des Chromatins zwischen den Nukleosomen durch spezifische 

Endonukleasen kommt. Dadurch entstehen DNA-Bruchstücke von etwa 200 bp und deren 

Vielfache.  

In der in Abbildung 3.2 dargestellten gelelektrophoretischen Auftrennung der 

genomischen DNA zeigten RMA Zellen 18 h nach der Bestrahlung mit UV-C-Licht in den 

Dosen 250 und 1000 mJ/cm2 eine deutliche DNA-Leiter („DNA-Laddering“) mit Banden in 

Abständen von jeweils etwa 200 bp als Zeichen der stattgefundenen Apoptose. 

Unbestrahlte RMA Zellen wiesen dagegen nur intakte genomische DNA auf, die sich 

wegen ihrer Größe am oberen Ende des Gels befand.  

In den folgenden Experimenten wurden RMA Zellen mit den hier etablierten Parametern 

als Zielzellen für UV-Bestrahlungen verwendet. 
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Abbildung 3.2: Elekrophoretische Auftrennung isolierter DNA aus normalen Zellen (hochmolekulare 
DNA) und aus UV-bestrahlten Zellen (DNA-Leiter). 

RMA Zellen wurden mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 250 und 1000 mJ/cm2 bestrahlt und nach 18 h Inkubation 

wurde deren genomische DNA aufgereinigt. Zur gelelektrophoretischen Auftrennung wurden 3 µg DNA plus 

1/6 Volumen Ladepuffer auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetragen. Der Marker (GeneRuler 1 kB Plus DNA 

Ladder) wurde in einem Volumen von 6 µl auf das Gel aufgetragen.  

 

 

3.2  UV-Strahlung induziert dosisabhängig IL-6 

 

UV-Strahlung kann im Rahmen einer Immunaktivierung Entzündungsreaktionen in der 

Haut auslösen. Zu den vielfältigen Mechanismen zählt die vermutlich durch DNA-Schäden 

induzierte Sekretion von Zytokinen und Chemokinen durch Zellen, die der UV-Strahlung 

direkt ausgesetzt sind. In vivo sekretieren Keratinozyten daraufhin Botenstoffe wie IL-1, 

IL-6, TNF-α und VEGF, um Lymphozyten zu aktivieren und in die Haut zu rekrutieren 

(Maverakis et al., 2010). 

Ob solche Zytokine auch von RMA Zellen infolge einer Bestrahlung mit UV-C-Licht in 

Dosen von 0-1000 mJ/cm2 ausgeschüttet wurden, wurde 18-24 h später mittels ELISA 

geprüft. In den Überständen der UV-bestrahlten RMA Zellen konnten nur sehr geringe 

Mengen IL-6 nachgewiesen werden, wobei mit steigender Strahlendosis, die auf die 

DNA- 

Marker 

UV 0   UV 250   UV 1000 
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Zellen eingewirkt hatte, auch mehr IL-6 sekretiert wurde (Abbildung 3.3). Ab einer 

Strahlendosis von 250 mJ/cm2 war die IL-6-Induktion signifikant erhöht. 

 

 
 
Abbildung 3.3: Dosisabhängige Induktion von IL-6 durch UV-Strahlung.  
RMA Zellen wurden mit UV-C-Licht in Dosen von 0-1000 mJ/cm2 bestrahlt und nach 18-24 h Inkubation wurde 

in den Überständen die Sekretion von IL-6 mit ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) 

eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde 

mit dem zweiseitigen Student’s t-Test bestimmt (*=p≤0,05). 

 

 

3.3 UV-bestrahlte Zellen haben eine immunsuppressive 
Wirkung auf kokultivierte murine mDCs 

 

In den meisten Situationen wirkt UV-Strahlung immunsuppressiv und löst dabei eine 

Vielzahl unterschiedlicher Effekte aus. Langerhans Zellen, deren Funktion in der Haut 

darin besteht, als Antigen-präsentierende DCs T-Zellen zu stimulieren (Stingl et al., 1978), 

sind sehr sensitiv gegenüber UV-Strahlung. Als Folge kommt es zu Induktion von 

Apoptose (Meunier et al., 1995), zunehmender Migration in die Lymphknoten (Dandie et 

al., 1998; Vink et al., 1996) sowie Veränderungen ihres Oberflächenphänotyps, die 

einhergehen mit einer drastisch reduzierten Expression von Oberflächenmolekülen wie 

MHC II, ICAM und B7 und ihrem Funktionsverlust, Antigene zu präsentieren (Aberer et al., 

1981; Dandie et al., 1998; Weiss et al., 1995). Die veränderten Langerhans Zellen 

stimulieren außerdem T-Lymphozyten vom regulatorischen Typ und induzieren Anergie 

oder Deletion von TH1-Zellen (Simon et al., 1994). Darüber hinaus bewirkt UV-Strahlung, 

dass in die Haut infiltrierende Makrophagen sowie Keratinozyten das anti-
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inflammatorische Zytokin IL-10 sekretieren (Enk et al., 1995; Kang et al., 1994) und trans-

Urocaninsäure in ihr cis-Isomer umgewandelt wird, das ebenfalls immunsuppressive 

Eigenschaften besitzt (De Fabo and Noonan, 1983).  

Welche Wirkung UV-bestrahlte RMA Zellen auf APCs haben und inwieweit sich das 

Zytokinmilieu infolge der UV-Bestrahlung verändert, sollte in Kokulturansätzen mit 

murinen mDCs und RMA Zellen untersucht werden. Zum Vergleich wurde außerdem das 

Zytokinmuster in Kokulturen nach Stimulation der RMA Zellen mit immunstimulatorischen 

Nukleinsäuren analysiert. Die Stimulation von Zellen mit Nukleinsäuren kann über 

Signalwege der zytosolischen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems zu einer anti-

tumoralen oder pro-apoptotischen Antwort führen (Goubau et al., 2009). So induziert poly 

I:C, ein synthetischer Ligand des zytosolischen Nukleinsäurerezeptors MDA-5, infolge 

seiner zytosolischen Erkennung IFN-α und andere pro-inflammatorische Zytokine, wobei 

letztere auch durch Detektion von poly I:C über den endosomalen TLR3 induziert werden 

können. Da es sich bei RMA Zellen um schwer zu transfizierende Suspensionszellen 

handelt, wurde poly I:C per Elektroporation in die Zelle eingebracht. Die RMA Zellen 

wurden zuerst ohne Nukleinsäure (mock), mit der nicht-stimulatorischen RNA poly A oder 

poly I:C elektroporiert oder alternativ mit UV-C-Licht in Dosen von 250 und 1000 mJ/cm2 

bestrahlt und dann mit mDCs, die aus Knochenmarkszellen von Wildtyp-Mäusen unter 

Zugabe von GM-CSF generiert worden waren, im Verhältnis 1:1 kokultiviert. Die IFN-α-, 

IL-6-, IL-12p40- und IL-12p70-Produktion in den Mischkulturen wurde nach 18-24 h 

Inkubation mittels ELISA bestimmt. Zusätzlich wurden die Überstände der unbehandelten, 

elektroporierten oder UV-bestrahlten RMA Zellen untersucht.  

Allein die Behandlung mit poly I:C induzierte eine IFN-α-Produktion in RMA Zellen 

(Abbildung 3.4 A). Diese IFN-α-Antwort nach Stimulation mit Liganden zytosolischer 

Nukleinsäurerezeptoren war universell in allen murinen Zelllinien zu beobachten und kein 

spezielles Phänomen der RMA Zellen, wie weiterführende Experimente zeigten. Aus dem 

Vergleich der IFN-α-Menge in den Überständen von RMA Zellen und Kokulturansätzen 

ließ sich folgern, dass das IFN-α in den Kokulturexperimenten hauptsächlich von den 

RMA Zellen stammen musste (Abbildung 3.4 B). Die Messung der anderen pro-

inflammatorischen Zytokine zeigte, dass die poly I:C-Elektroporation darüber hinaus auch 

eine geringe Menge IL-6 in den RMA Zellen induzierte (< 5000 pg/ml), die UV-

Bestrahlung ebenfalls (Abbildung 3.4 C). RMA Zellen produzierten jedoch weder IL-12p40 

(Abbildung 3.4 E) noch IL-12p70 (Daten nicht aufgeführt).  
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Abbildung 3.4: UV-bestrahlte Zellen induzieren weniger und mit poly I:C elektroporierte Zellen 
induzieren mehr IL-6 und IL-12p40 in Kokultur mit murinen mDCs. 

RMA Zellen wurden mock, mit poly A oder poly I:C elektroporiert oder alternativ mit UV-C-Licht bestrahlt (250 

oder 1000 mJ/cm2) und allein (A, C, E) oder mit murinen Wildtyp-mDCs in Kokultur (B, D, F) für 18-24 h 

inkubiert. Die Überstände wurden abgenommen und mittels ELISA auf IFN-α (A, B), IL-6 (C, D) und IL-12p40 

(E, F) untersucht. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses aus 

mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
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In Kokultur induzierten RMA Zellen IL-6 (Abbildung 3.4 D) und IL-12p40 (Abbildung 3.4 F) 

jedoch kein IL-12p70 (Daten nicht aufgeführt), wobei poly I:C elektroporierte RMA Zellen 

deutlich mehr IL-6 und IL-12p40 induzierten als anders behandelte RMA Zellen. UV-

bestrahlte RMA Zellen waren nicht immunogener als unbehandelte Zellen und induzierten 

weniger IL-6 und IL-12p40 als diese. Während die Stimulation der RMA Zellen mit poly I:C 

also zu einer Immunaktivierung führte, unterdrückte die UV-Bestrahlung die 

Immunantwort. 

 

 

3.4  UV-Strahlung generiert immunogene RNA-Spezies, die 

  IFN-α in murinen mDCs induzieren 

 

Es stellte sich die Frage, inwieweit eine Immunaktivierung oder Immunsuppression neben 

dem Zytokinmilieu auch durch die zellulären Nukleinsäuren der behandelten RMA Zellen 

vermittelt wird. Dazu wurde die RNA von RMA Zellen isoliert, die 18 h zuvor mock, mit 

poly A oder poly I:C elektroporiert oder die alternativ mit UV-C-Licht bestrahlt worden 

waren. Je 400 ng dieser RNA-Proben wurden unter Verwendung des TransIT-LT1 

Transfection Reagents in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Nach 18-24 h wurde die IFN-

α-Produktion untersucht, um zu analysieren, ob durch RNA der RMA Zellen eine 

Immunstimulation in den mDCs induziert wurde (Abbildung 3.5). RNA aus unbehandelten 

und aus elektroporierten RMA Zellen induzierte kein IFN-α. Überraschenderweise 

induzierte jedoch RNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen IFN-α in mDCs. Mit steigender 

Strahlendosis, die auf die RMA Zellen eingewirkt hatte, wurde auch mehr IFN-α durch 

deren RNA induziert. 
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Abbildung 3.5: UV-Strahlung induziert immunogene RNA-Spezies, eine Stimulation mit poly I:C nicht. 
RMA Zellen wurden mock, mit poly A oder poly I:C elektroporiert oder alternativ mit UV-C-Licht (250 oder 

1000 mJ/cm2) bestrahlt. Nach 18 h wurde deren RNA isoliert und je 400 ng in murine Wildtyp-mDCs 

transfiziert. 18-24 h nach der Stimulation wurde IFN-α im Überstand mit ELISA gemessen. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. Die 

statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test ermittelt (*=p≤0,05). 

 

Um herauszufinden, ob sich diese Beobachtung mit anderen Zelllinien bestätigen ließ, 

wurden L929 Zellen mit Liganden der verschiedenen zytosolischen 

Nukleinsäurerezeptoren (poly I:C, poly dAdT, 3-P-RNA) transfiziert oder mit UV-C-Licht 

bestrahlt, deren RNA nach 18 h isoliert und jeweils 400 ng in murine Wildtyp-mDCs 

mittels TransIT-LT1 transfiziert. Nach 18-24 h wurde der Überstand der mDCs auf IFN-α 

untersucht. Anhand der ELISA-Daten zeigte sich, dass auch hier nur die RNA aus UV-

bestrahlten Zellen IFN-α in mDCs induzierte (Abbildung 3.6). 
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Abbildung 3.6: RNA UV-bestrahlter L929 Zellen induziert IFN-α  in murinen mDCs. 

L929 Zellen wurden mit poly I:C, poly dAdT oder 3-P-RNA transfiziert oder alternativ mit UV-C-Licht bestrahlt. 

18 h nach der Behandlung wurde deren RNA isoliert und je 400 ng in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Die 

Überstände der mDCs wurden 18-24 h später mit ELISA auf IFN-α untersucht. Der Mittelwert ± SEM (n=3) 

eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten ist dargestellt. Die statistische 

Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test berechnet (*=p≤0,05). 

 

 

3.5 UV-Strahlung verstärkt die stimulatorischen 

Eigenschaften von zellulärer DNA 

 

Es ist bekannt, dass UV-Strahlung durch direkte Absorption der Strahlungsenergie oder 

indirekt über die Generierung von ROS strukturelle Veränderungen an der DNA 

induzieren kann. Dazu zählen neben der Bildung von Photoprodukten wie CPDs und 6-4-

PPs Einzel- und Doppelstrangbrüche, Basenmutationen sowie die Oxidation von 

Zuckerresten. Möglicherweise beeinflussen solche Modifikationen auch die 

stimulatorischen Eigenschaften der Nukleinsäuren.  

Nachdem gezeigt werden konnte, dass UV-Strahlung immunogene RNA-Spezies 

erzeugte, die IFN-α in mDCs induzierten, stellte sich die Frage, ob dies auch für 

genomische DNA zutraf. Daher wurde die Zytokinproduktion von murinen Wildtyp-mDCs 

als Antwort auf die DNA aus UV-bestrahlten Zellen untersucht. Dazu wurden zunächst 

RMA Zellen mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 250 und 1000 mJ/cm2 bestrahlt und nach 18 

h Inkubation wurde deren genomische DNA aufgereinigt. Je 400 ng wurden mit TransIT-

LT1 komplexiert in mDCs transfiziert. Als Positivkontrolle wurden mDCs mit poly I:C 

transfiziert. Unstimulierte mDCs dienten als Negativkontrolle. 18-24 h nach der 
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Stimulation wurde in den Überständen die Sekretion der Zytokine IFN-α, IP-10, IL-6 und 

IL-12p40 mit ELISA gemessen (Abbildung 3.7).  

 

 
 
Abbildung 3.7: Erhöhte Induktion von IFN-α sowie anderen pro-inflammatorischen Zytokinen in 

murinen mDCs nach Stimulation mit genomischer DNA aus UV-bestrahlten Zellen. 

Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen wurde isoliert und murine Wildtyp-

mDCs mit je 400 ng stimuliert. Als Kontrolle wurde poly I:C verwendet. 18-24 h nach der Stimulation wurde in 

den Überständen die Sekretion von IFN-α (A), IP-10 (B), IL-6 (C) und IL-12p40 (D) mit ELISA bestimmt. 

Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses aus mindestens drei unabhängigen 

Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test ermittelt 

(*=p≤0,05). 

 

Wie erwartet produzierten mDCs nach der zytosolischen Erkennung von poly I:C über 

MDA-5 substanzielle Mengen an IFN-α, IP-10, IL-6 und IL-12p40 (Abbildung 3.7 A-D). 

Auch die Stimulation mit genomischer DNA (2 µg/ml) führte zur Produktion pro-

inflammatorischer Zytokine. DNA aus UV-bestrahlten Zellen besaß jedoch eine signifikant 

stärkere Aktivität im Hinblick auf die Induktion von IFN-α, IP-10, IL-6 sowie IL-12p40 als 

DNA aus unbestrahlten Zellen. Darüber hinaus war zu erkennen, dass mit steigender 

Strahlendosis, der die RMA Zellen ausgesetzt worden waren, auch die stimulatorischen 

Eigenschaften der DNA zunahmen. Im Vergleich zur DNA aus unbestrahlten RMA Zellen 

induzierte DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen bis zu zehnmal mehr IFN-α (Abbildung 
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3.7 A), dreimal mehr IP-10 (Abbildung 3.7 B), viermal mehr IL-6 (Abbildung 3.7 C) und 

zweimal mehr IL-12p40 (Abbildung 3.7 D). 

Sogar ohne die Verwendung eines Transfektionsreagenzes konnte durch bloße Zugabe 

von genomischer DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen in den Überstand von murinen 

mDCs dosisabhängig IFN-α induziert werden, allerdings im Verhältnis zur eingesetzten 

DNA-Dosis nur in geringen Mengen (Abbildung 3.8). Genomische DNA aus unbestrahlten 

RMA Zellen induzierte unter diesen Konditionen hingegen kein IFN-α. 

 

 
 
Abbildung 3.8: DNA aus UV-bestrahlten Zellen induziert geringe Mengen IFN-α nach Zugabe in den 

Überstand von murinen mDCs. 

Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen wurde aufgereinigt und in den 

angegebenen Mengen in den Überstand von murinen Wildtyp-mDCs gegeben. 18-24 h später wurde IFN-α in 

den Überständen gemessen. Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei 

unabhängigen Experimenten ist dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s 

t-Test berechnet (*=p≤0,05). 

 

Um auszuschließen, dass die verstärkte Induktion pro-inflammatorischer Zytokine nach 

Stimulation mit DNA aus UV-bestrahlten Zellen ein zelltypspezifischer Effekt von mDCs 

war, wurden auch andere murine Zelltypen bzw. -linien diesbezüglich getestet. Dabei 

wurde methodisch genauso vorgegangen wie bei der Stimulation der mDCs. 

Abbildung 3.9 zeigt die IFN-α- und IP-10-Antworten von 129 WT Makrophagen (Abbildung 

3.9 A und B) sowie der Keratinozytenzelllinie SP1 (Abbildung 3.9 C und D) 18-24 h nach 

Stimulation mit genomischer DNA aus unbestrahlten Zellen gegenüber genomischer DNA 

aus UV-bestrahlten Zellen. Als Positivkontrolle für die Induktion pro-inflammatorischer 

Zytokine diente in den 129 WT Makrophagen die Transfektion mit poly dAdT, welches mit 
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LipofectamineTM 2000 komplexiert wurde, und in SP1 Zellen die Transfektion mit poly I:C 

komplexiert an TransIT-LT1. Außerdem blieben Zellen als Negativkontrolle unbehandelt.  

 

 
 
Abbildung 3.9: Verstärkte IFN-α- und IP-10-Induktion in murinen 129 WT Makrophagen sowie SP1 

Keratinozyten nach Stimulation mit genomischer DNA aus UV-bestrahlten Zellen.  

Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen wurde isoliert und murine 129 WT 

Makrophagen (A, B) sowie Zellen der murinen Keratinozytenzelllinie SP1 (C, D) mit je 400 ng stimuliert. Als 

Kontrollen wurden poly dAdT bzw. poly I:C verwendet. Nach 18-24 h wurden die Überstände mittels ELISA 

auf IFN-α (A, C) und IP-10 (B, D) untersucht. Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses 

aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ist dargestellt. 

 

Wie bei mDCs führte auch die Stimulation von 129 WT Makrophagen mit genomischer 

DNA (2 µg/ml) zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, wobei DNA aus UV-

bestrahlten Zellen abermals mehr IFN-α sowie IP-10 induzierte als DNA aus 

unbestrahlten Zellen. Auch hier war zu beobachten, dass mit steigender Strahlendosis, 

die auf die RMA Zellen eingewirkt hatte, die stimulatorische Wirkung der DNA zunahm. 

Gleichermaßen verhielt es sich im Falle der stimulierten Keratinozytenzelllinie SP1, 
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obgleich diese Zellen im Hinblick auf die Absolutmenge generell deutlich weniger IFN-α 

und IP-10 sekretierten als mDCs oder Makrophagen. 

Neben der Generierung immunogener RNA-Spezies besaß UV-Strahlung also auch die 

Fähigkeit, die stimulatorischen Eigenschaften von zellulärer DNA zu verstärken. Dies 

führte in verschiedenen murinen Zelltypen zur Immunaktivierung, die durch signifikant 

gesteigerte Mengen von IFN-α und anderen pro-inflammatorischen Zytokinen 

gekennzeichnet war. 

 

 

3.6 UV-modifizierte DNA induziert eine verstärkte IFN-α-

Antwort in humanen Monozyten 

 

Im Folgenden sollte überprüft werden, ob sich diese im murinen System gemachten 

Beobachtungen auch auf humane Zellen übertragen ließen. Dazu wurden humane 

PBMCs aus Buffy Coats aufgereinigt und aus diesen mittels magnetischer Separation 

Monozyten isoliert. Für die Transfektion in Monozyten wurden je 200 ng der genomischen 

DNA aus unbestrahlten bzw. UV-C-bestrahlten RMA Zellen oder A549 Zellen mit Dotap 

komplexiert. Als Kontrollstimulus diente mit Dotap komplexiertes poly dAdT, das im 

Zytosol der transfizierten Zelle durch RNA-Polymerase III in 3-P-RNA transkribiert wird 

und über den RIG-I-Signalweg IFN-α induziert (Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009).  

Abbildung 3.10 illustriert die Ergebnisse des ELISA, der 18-24 h nach der Stimulation zur 

Messung des in den Überständen enthaltenen IFN-α durchgeführt wurde. Dabei 

schütteten humane Monozyten nach der Stimulation mit poly dAdT wie erwartet IFN-α 

aus. Auch die Stimulation mit genomischer DNA (1 µg/ml) führte zur IFN-α-Sekretion, 

wobei, wie zuvor bei murinen Zellen beobachtet, DNA aus UV-bestrahlten Zellen auch in 

humanen Monozyten signifikant mehr IFN-α induzierte als DNA aus unbehandelten 

Zellen. Die IFN-α-Produktion war etwa um Faktor fünf gesteigert. 

Es bleibt außerdem anzumerken, dass es unerheblich war, ob die genomische DNA aus 

murinen RMA Zellen (Abbildung 3.10 A) oder humanen A549 Zellen (Abbildung 3.10 B) 

aufgereinigt worden war. Der beobachtete Effekt war nicht speziesspezifisch.  

Wie in murinen Zellen führte UV-modifizierte DNA also auch in humanen Monozyten zu 

einer signifikant verstärkten IFN-α-Antwort und beruhte damit auf einem Mechanismus, 

der sowohl in der Maus als auch im Menschen konserviert ist. 
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Abbildung 3.10: Erhöhte IFN-α-Sekretion in humanen Monozyten nach Stimulation mit UV-

modifizierter DNA. 

Humane Monozyten wurden aus Blut von gesunden Spendern isoliert und mit jeweils 200 ng genomischer 

DNA, die aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen (A) bzw. A549 Zellen (B) aufgereinigt worden 

war, stimuliert bzw. als Kontrolle mit poly dAdT. 18-24 h nach der Stimulation wurde in den Überständen die 

Sekretion von IFN-α mittels ELISA bestimmt. Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses 

aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ist gezeigt. Mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test 

wurde die statistische Signifikanz berechnet (*=p≤0,05). 

 

 

3.7 UV-B- und UV-C-Licht haben aufgrund ihrer 
Strahlungsenergie eine starke Wirkung auf die 

stimulatorischen Eigenschaften zellulärer DNA 

 

In den vorangegangenen Experimenten wurde zur Bestrahlung der Zellen ausschließlich 

UV-C-Licht verwendet. UV-Strahlung des solaren Spektrums wird jedoch in Abhängigkeit 

von der Wellenlänge und der biologischen Wirkung in drei Gruppen unterteilt: UV-A (320-

400 nm), UV-B (295-320 nm) und UV-C (100-295 nm). DNA absorbiert 

elektromagnetische Strahlung im Bereich von 230-300 nm, weshalb UV-C- und UV-B-

Strahlung hauptsächlich für direkte DNA-Schädigungen verantwortlich sind, wobei jedoch 

anzumerken ist, dass UV-C-Strahlen fast vollständig in der Erdatmosphäre absorbiert 

werden. Durch Sensibilisierung anderer Biomoleküle und indirekte Prozesse können 

allerdings auch langwelligere und damit energieärmere Strahlen DNA-Schäden 

induzieren.  

Aus diesem Grund sollte im nächsten Schritt untersucht werden, ob die Bestrahlung von 

Zellen mit UV-A- oder UV-B-Licht ähnliche Auswirkungen auf die stimulatorischen 
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Eigenschaften der genomischen DNA hatte wie die Bestrahlung mit UV-C-Licht. Dafür 

wurden RMA Zellen UV-A-, UV-B- oder UV-C-Strahlung in verschiedenen Dosen 

ausgesetzt. Zur Bestrahlung mit UV-B-Licht wurden mit 250 und 1000 mJ/cm2 die 

gleichen Dosen verwendet wie zur Bestrahlung mit UV-C-Licht. Aufgrund der geringeren 

Strahlungsenergie wurde zur UV-A-Bestrahlung die jeweils 100-fache Dosis gewählt. 

Nach 18 h Inkubation wurde die genomische DNA aus den unterschiedlich bestrahlten 

Zellen sowie aus unbestrahlten Zellen isoliert und je 400 ng mit TransIT-LT1 komplexiert 

in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Als Kontrollen dienten mit poly I:C stimulierte bzw. 

unstimulierte Wildtyp-mDCs. 18-24 h später wurde mittels ELISA die IFN-α-Sekretion in 

den Überständen bestimmt (Abbildung 3.11).  

 

 
 
Abbildung 3.11: Genomische DNA aus UV-B- sowie UV-C-bestrahlten Zellen weist eine deutlich 

verstärkte immunstimulatorische Aktivität auf. 

RMA Zellen wurden mit UV-A-, UV-B- oder UV-C-Licht in den angegebenen Dosen bestrahlt. Nach 18 h 

wurde die genomische DNA aus den unterschiedlich bestrahlten sowie aus unbestrahlten Zellen isoliert und 

murine Wildtyp-mDCs mit je 400 ng stimuliert. Als Kontrolle wurde poly I:C verwendet. 18-24 h später wurden 

die Überstände abgenommen und mittels ELISA auf IFN-α untersucht. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM 

(n=2) eines repräsentativen Ergebnisses aus mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die statistische 

Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test ermittelt (*=p≤0,05). 

 

Genomische DNA aus UV-A-bestrahlten Zellen induzierte zwar tendenziell mehr IFN-α in 

mDCs als genomische DNA aus unbestrahlten Zellen, dieser Unterschied war jedoch 

nicht signifikant. Genomische DNA aus UV-B-bestrahlten Zellen induzierte hingegen 

ebenso wie genomische DNA aus UV-C-bestrahlten Zellen signifikant mehr IFN-α. Unter 

den verwendeten Konditionen schien UV-B-Strahlung also eine ähnlich starke Wirkung 
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auf die stimulatorischen Eigenschaften zellulärer DNA zu haben wie UV-C-Strahlung, 

während UV-A-Strahlung diese nur mäßig beeinflusste. Möglicherweise würden höhere 

Strahlendosen bzw. eine längere Exposition der RMA Zellen gegenüber UV-A-Licht zu 

einer deutlicheren Steigerung des immunstimulatorischen Potenzials der genomischen 

DNA führen. 

Dass die Exposition der RMA Zellen gegenüber UV-A-Licht auch wenig Einfluss auf deren 

Zellviabilität hatte, wurde anhand des CellTiter-Blue-Tests deutlich, der 18-24 h nach der 

Bestrahlung durchgeführt wurde (Abbildung 3.12). Bestrahlung mit UV-B-Licht wirkte 

hingegen ähnlich zytotoxisch auf RMA Zellen wie Bestrahlung mit UV-C-Licht.  

 

 
 
Abbildung 3.12: Einfluss von UV-A-, UV-B- und UV-C-Strahlung auf die Zellviabilität. 

RMA Zellen wurden mit UV-A-, UV-B- oder UV-C-Licht in den angegebenen Dosen bestrahlt oder blieben 

unbestrahlt. Nach 18-24 h Inkubation wurde die Zellviabilität mit dem CellTiter-Blue-Test bestimmt. Dargestellt 

ist der Mittelwert ± SEM (n=3) eines repräsentativen Ergebnisses aus mindestens drei unabhängigen 

Experimenten. Mit dem zweiseitigen Student’s t-Test wurde die statistische Signifikanz bestimmt (*=p≤0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 Ergebnisse 

 110 

3.8 Durch DNase I-Behandlung verliert UV-modifizierte 

DNA ihre stimulatorische Aktivität 

 

Eine Behandlung mit DNase I sollte bestätigen, dass es sich bei der isolierten und den 

Effekt vermittelnden Nukleinsäure tatsächlich um UV-modifizierte DNA handelte. Dazu 

wurde die genomische DNA aus RMA Zellen, die mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 250 und 

1000 mJ/cm2 bestrahlt worden waren, vor ihrer Transfektion für 30 min bei 37 °C mit 

DNase I inkubiert. Als Kontrolle für die Enzymwirkung wurde zusätzlich genomische DNA 

ohne Zugabe von DNase I für 30 min bei 37 °C inkubiert oder unbehandelt gelassen. Für 

alle Konditionen wurde darüber hinaus poly dAdT als Positivkontrolle mitgeführt. Je 400 

ng genomische DNA wurden mit TransIT-LT1 bzw. 200 ng poly dAdT mit LipofectamineTM 

2000 komplexiert und in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Nach 18-24 h wurde das in die 

Überstände sekretierte IFN-α mit ELISA gemessen (Abbildung 3.13).  

 

 
 
Abbildung 3.13: Verlust der stimulatorischen Aktivität von UV-modifizierter DNA durch DNase I-

Behandlung. 
Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen wurde isoliert und vor ihrer 

Transfektion in murine Wildtyp-mDCs 30 min bei 37 °C unter Zugabe von DNase I inkubiert bzw. als Kontrolle 

30 min bei 37 °C ohne DNase I inkubiert oder unbehandelt gelassen. Poly dAdT wurde als Kontrolle 

mitgeführt. 18-24 h nach der Stimulation wurde IFN-α in den Überständen mit ELISA gemessen. Gezeigt ist 

der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. 

 

 

 



3 Ergebnisse 

 111 

Erwartungsgemäß induzierte poly dAdT ohne Vorbehandlung sowie nach 30 min 

Inkubation bei 37 °C  IFN-α in annähernd gleichen Mengen. Die Vorbehandlung von poly 

dAdT mit DNase I führte hingegen zu einem deutlichen Rückgang der IFN-α-Sekretion. Im 

Falle der genomischen DNA aus UV-bestrahlten Zellen verhielt es sich ebenso. Während 

unbehandelte sowie bei 37 °C vorinkubierte DNA in gleichem Maße IFN-α in mDCs 

induzierten, verlor die DNA durch DNase I-Behandlung vollständig ihre 

immunstimulatorische Aktivität. Es war kein IFN-α mehr in den Überständen zu messen. 

Damit war bestätigt, dass in der Tat UV-modifizierte DNA den zuvor beschriebenen Effekt 

vermittelte. 

 

 

3.9 UV-modifizierte DNA wird TLR9-unabhängig im Zytosol 

erkannt 

 

Aus den vorausgegangenen Ergebnissen leitete sich die Frage ab, über welche(n) 

intrazellulären Rezeptor(en) UV-modifizierte DNA erkannt wird und IFN-α induziert. 

Generell kann die Induktion von IFN-α infolge von DNA-Erkennung über verschiedene 

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems vermittelt werden. Der im Endosom 

lokalisierte TLR9 erkennt nicht-methylierte CpG-Motive, die häufig in bakterieller und 

viraler DNA vorkommen (Krieg, 1996; Krieg et al., 1995; Krieg et al., 1998b). 

Nukleinsäure-erkennende TLRs wie TLR9 werden jedoch nicht ubiquitär exprimiert, 

sondern haben ein zelltypspezifisches Expressionsmuster, das speziesabhängig differiert. 

Während sich die Expression von TLR9 beim Menschen auf PDCs und B-Zellen 

beschränkt (Hornung et al., 2002; Krug et al., 2001b), wird TLR9 in Mauszellen in einem 

breiteren Spektrum von Immunzellen, einschließlich DCs, exprimiert. Darüber hinaus 

existiert eine Immunerkennung von DNA im Zytosol, die TLR9-unabhängig ist (Ishii et al., 

2006; Ishii et al., 2001; Stetson and Medzhitov, 2006a; Yasuda et al., 2005a; Yasuda et 

al., 2005b). Von welchen Rezeptoren DNA im Zytosol erkannt wird, ist noch umstritten. Da 

dieser Rezeptor dsDNA verschiedenen Ursprungs erkennen kann (Hochrein et al., 2004; 

Takaoka et al., 2007), könnte auch ein Zusammenspiel verschiedener Rezeptoren für die 

Erkennung zytosolischer dsDNA zuständig sein. Für die Stimulationen mit UV-

modifizierter DNA wurden Transfektionsreagenzien verwendet, die sich in erster Linie zum 

Transfer der Nukleinsäuren ins Zytosol der Zellen eignen, wobei jedoch nicht völlig 

ausgeschlossen werden kann, dass die Nukleinsäuren das Endosom der transfizierten 

Zelle passieren.  
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Um auszuschließen, dass der endosomale TLR9 eine Rolle bei der Erkennung UV-

modifizierter DNA spielte, wurden mDCs aus Knochenmarkszellen von Wildtyp- und 

TLR9-defizienten Mäusen unter Zugabe von GM-CSF generiert und in diese genomische 

DNA aus unbestrahlten oder UV-C-bestrahlten RMA Zellen transfiziert. Dazu wurden je 

400 ng genomische DNA bzw. als Stimulationskontrolle poly I:C mit TransIT-LT1 

komplexiert. Zur Überprüfung der TLR9-Defizienz wurden mDCs zusätzlich mit CpG ODN 

1826 durch Zugabe von 1 µg in den Überstand stimuliert. Als Negativkontrolle blieben 

mDCs unstimuliert. 18-24 h nach der Stimulation wurden mittels ELISA der IFN-α- 

(Abbildung 3.14 A) und der IL-12p40-Gehalt (Abbildung 3.14 B) in den Überständen 

bestimmt. 

 

 
 
Abbildung 3.14: TLR9-unabhängige Erkennung von UV-modifizierter DNA induziert verstärkte IFN-α-

Antwort in murinen mDCs. 

mDCs wurden aus den Knochenmarkszellen von Wildtyp-Mäusen sowie TLR9-defizienten Mäusen unter 

Zugabe von GM-CSF generiert. Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen 

wurde isoliert und mDCs mit je 400 ng stimuliert. Als Stimulationskontrolle diente poly I:C. Zur Überprüfung 

der TLR9-Defizienz wurde zusätzlich mit CpG ODN 1826 stimuliert. Nach 18-24 h wurden die Überstände 

abgenommen und mittels ELISA auf IFN-α (A) und IL-12p40 (B) untersucht. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. Die statistische 

Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test berechnet (*=p≤0,05). 

 

CpG ODN 1826, das als CpG des B-Typs aus einem Thiophosphat-Rückgrat mit einem 

oder mehreren CpG-Dinukleotiden besteht, wird über den endosomalen TLR9 erkannt. 

Folglich induzierte CpG ODN 1826 in Wildtyp-mDCs substanzielle Mengen an IL-12p40, 

während die IL-12p40-Sekretion in TLR9 ko-mDCs ausblieb (Abbildung 3.14 B). Die 

zytosolische Erkennung von poly I:C über MDA-5 induzierte hingegen sowohl in Wildtyp- 

als auch in TLR9 ko-mDCs gleiche Mengen von IFN-α (Abbildung 3.14 A). Auch für die 

Erkennung von genomischer DNA aus unbestrahlten und UV-bestrahlten Zellen schien 
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TLR9 keine Rolle zu spielen, da sich die IFN-α-Antwort in TLR9 ko-mDCs nicht von der in 

Wildtyp-mDCs unterschied. 

Um die Beobachtungen einer TLR9- und damit endosomal-unabhängigen Detektion von 

UV-modifizierter DNA zu untermauern, wurde zusätzlich die IFN-α-Produktion von 

murinen Wildtyp-mDCs untersucht, die 1 h vor der Stimulation mit 100 µM Chloroquin 

vorbehandelt worden waren (Abbildung 3.15). Chloroquin verhindert die Azidifizierung von 

Endosomen und blockiert so die Erkennung von Nukleinsäuren durch endosomale 

Rezeptoren. Folglich konnte Chloroquin durch poly I:C induziertes IFN-α in mDCs nicht 

unterbinden. Trotzdem war eine leichte Abnahme der IFN-α-Produktion erkennbar. Das 

Gleiche galt für die IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte DNA. Eine mögliche Erklärung 

hierfür wäre, dass die Behandlung der mDCs mit Chloroquin Auswirkungen auf die 

Transfektionseffizienz oder die Zellviabilität hatte, was jedoch nicht überprüft wurde. 

Insgesamt sprachen die Ergebnisse dennoch dafür, dass UV-modifizierte DNA in murinen 

mDCs TLR9-unabhängig von einem zytosolischen DNA-Rezeptor erkannt wurde.  

 

 
 
Abbildung 3.15: Endosomal-unabhängige Erkennung von UV-modifizierter DNA induziert erhöhte IFN-

α-Sekretion in murinen mDCs. 

Murine Wildtyp-mDCs wurden 1 h ± 100 µM Chloroquin vorinkubiert und dann mit je 400 ng genomischer 

DNA aus unbestrahlten oder UV-C-bestrahlten RMA Zellen bzw. als Kontrolle mit poly I:C stimuliert. Nach 18-

24 h wurde in den Überständen die Sekretion von IFN-α mit ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. Mit Hilfe des 

zweiseitigen Student’s t-Test wurde die statistische Signifikanz bestimmt (*=p≤0,05). 

 

Auch eine Beteiligung der zytosolischen Nukleinsäurerezeptoren MDA-5 und RIG-I an der 

Signaltransduktion konnte anhand von Stimulationsexperimenten mit murinen MDA-5- 

bzw. RIG-I-defizienten mDCs definitiv ausgeschlossen werden (Daten nicht aufgeführt).  
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Mit Hilfe von „shRNA-knockdown“-Experimenten sollte die Abhängigkeit der IFN-α-

Antwort von dem Signalmolekül MITA eindeutig belegt werden. Dazu wurden 129 WT 

Makrophagen mit verschiedenen lentiviralen shRNA-Konstrukten transduziert und 

selektioniert. Als Kontrollen dienten die lentiviralen Vektoren SHC001 und SHC002. 

SHC001 war ein leerer Vektor ohne integrierte shRNA-Sequenz. SHC002 war eine so 

genannte „non-targeting control“, das heißt ein Kontrollvektor mit einer shRNA-Sequenz, 

die zwar mit RISC interagiert, aber keine komplementäre Ziel-mRNA besitzt. MITA #1, #2 

und #3 beinhalteten drei verschiedene shRNA-Sequenzen, die über RISC die 

Degradation der für MITA kodierenden, komplementären mRNA induzieren und damit die 

MITA-Expression unterbinden sollten. Die unterschiedlich transduzierten 129 WT 

Makrophagen wurden mit jeweils 200 ng genomischer DNA aus unbestrahlten bzw. UV-C-

bestrahlten RMA Zellen unter Verwendung von TransIT-LT1 transfiziert. Als 

Stimulationskontrollen dienten poly dAdT sowie 3-P-RNA, von denen jeweils 100 ng 

komplexiert an LipofectamineTM 2000 eingesetzt wurden. Nach 18-24 h wurde das IFN-α 

in den Makrophagen-Überstanden mittels ELISA gemessen (Abbildung 3.16).  

Es zeigte sich, dass mit SHC001 und SHC002 transduzierte 129 WT Makrophagen nach 

Stimulation mit UV-modifizierter genomischer DNA sowie nach den Kontrollstimulationen 

mit poly dAdT und 3-P-RNA ähnlich substanzielle Mengen IFN-α sekretierten. Die IFN-α-

Antwort von mit MITA #1, #2 oder #3 transduzierten 129 WT Makrophagen auf 3-P-RNA 

war ebenfalls erwartungsgemäß auf dem gleichem Niveau wie die der Kontrollen. Ihre 

IFN-α-Antwort auf DNA (1 µg/ml), sowohl genomische DNA als auch poly dAdT, war 

hingegen deutlich vermindert. Die Differenz der sekretierten IFN-α-Menge nach 

Stimulation mit DNA zwischen mit SHC002 und MITA #1, #2 bzw. 3 transduzierten 129 

WT Makrophagen war signifikant.  

Dies konnte als eindeutiger Nachweis dafür gewertet werden, dass durch die zytosolische 

Erkennung von UV-modifizierter genomischer DNA in murinen myeloiden Immunzellen 

eine Signalkaskade initiiert wurde, die über MITA zur Produktion von IFN-α führte. Dies 

sollte auch für die Detektion UV-modifizierter DNA in humanen Monozyten gelten, da sie 

TLR9 nicht exprimieren. 
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Abbildung 3.16: Bestätigung der MITA-abhängigen IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte genomische 

DNA mittels shRNA-knockdown. 

129 WT Makrophagen wurden mit den lentiviralen shRNA-Vektoren MITA #1, #2 oder #3 transduziert, um die 

Expression von MITA zu unterbinden. Der leere Vektor SHC001 sowie der Vektor SHC002 mit einer 

integrierten aber unspezifischen shRNA-Sequenz dienten der Kontrolle. Nach Herstellung der transduzierten 

Zellen wurden diese mit je 200 ng genomischer DNA aus unbestrahlten oder UV-C-bestrahlten RMA Zellen 

stimuliert bzw. als Kontrolle mit poly dAdT und 3-P-RNA. Nach 18-24 h wurde die IFN-α-Antwort im ELISA 

gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=3) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen 

Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test berechnet (*=p≤0,05). 

 

 

3.10 Eine direkte Bestrahlung von genomischer DNA mit 

UV-Licht verstärkt deren stimulatorische Wirkung 

 

Die überraschende Beobachtung, dass die Bestrahlung von Zellen mit UV-Licht die 

stimulatorische Wirkung ihrer DNA verstärkte, führte zu der Überlegung, ob auch eine 

direkte Bestrahlung von genomischer DNA einen vergleichbaren Effekt haben würde. Um 

dies zu prüfen, wurde DNA aus unbehandelten RMA Zellen mit UV-C-Licht in Dosen von 

0, 10, 25, 50, 100 und 250 mJ/cm2 bestrahlt und je 400 ng in murine Wildtyp-mDCs 

transfiziert, wobei als Transfektionsreagenz TransIT-LT1 verwendet wurde. Als 

Positivkontrolle dienten mit poly I:C stimulierte mDCs, als Negativkontrolle unstimulierte 
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mDCs. Die Ergebnisse des ELISA, der 18-24 h nach der Stimulation zur Bestimmung der 

IFN-α-Sekretion in den Überständen durchgeführt wurde, sind in Abbildung 3.17 A 

zusammengefasst.  

Unbestrahlte genomische DNA (2 µg/ml) induzierte in den mDCs, wie in vorherigen 

Experimenten beobachtet, nur wenig IFN-α, UV-C-bestrahlte genomische DNA hingegen 

signifikant mehr. So bewirkte eine Strahlendosis von 10 mJ/cm2 auf die DNA eine 

zweifache Steigerung der IFN-α-Induktion. Diese nahm mit steigenden Strahlendosen 

stetig zu und schien erst bei 250 mJ/cm2 wieder rückläufig zu werden. Experimente mit 

humanen Monozyten, die gleichermaßen durchgeführt wurden, lieferten vergleichbare 

Befunde (Abbildung 3.17 B). 

Aus diesen Beobachtungen ließ sich schlussfolgern, dass die stimulatorischen 

Eigenschaften von zellulärer DNA nicht nur durch eine Bestrahlung der gesamten Zelle 

sondern auch durch eine direkte Bestrahlung verstärkt werden konnten. 

 

 
 
Abbildung 3.17: Verstärkte IFN-α-Induktion in murinen mDCs sowie humanen Monozyten nach 

Stimulation mit UV-bestrahlter genomischer DNA. 
Genomische DNA aus RMA Zellen wurde mit UV-C-Licht in den angegebenen Dosen direkt bestrahlt und je 

400 ng in murine Wildtyp-mDCs (A) und je 200 ng in humane Monozyten (B) transfiziert. Als Kontrolle wurden 

mDCs zusätzlich mit poly I:C (A), Monozyten mit poly dAdT (B) stimuliert. Nach 18-24 h wurde das IFN-α im 

Überstand mit ELISA gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses 

aus mindestens drei unabhängigen Experimenten. Mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test wurde die 

statistische Signifikanz ermittelt (*=p≤0,05). 
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Weitere Experimente zeigten, dass auch die direkte Exposition von genomischer DNA 

gegenüber UV-A- sowie UV-B-Strahlung zu einer Steigerung ihres immunstimulatorischen 

Potenzials führte, was sich in einer signifikant erhöhten IFN-α-Antwort von transfizierten 

murinen Wildtyp-mDCs widerspiegelte (Abbildung 3.18). Hierzu waren allerdings vor allem 

im Fall der UV-A-Strahlung weitaus höhere Energiedosen notwendig als bei der direkten 

Bestrahlung mit UV-C-Licht. 

 

 
 
Abbildung 3.18: Steigerung der immunstimulatorischen Aktivität von genomischer DNA durch UV-A- 

und UV-B-Bestrahlung.  
Genomische DNA aus RMA Zellen wurde mit UV-A- bzw. UV-B-Licht in den angegebenen Dosen direkt 

bestrahlt und murine Wildtyp-mDCs anschließend mit je 400 ng stimuliert. Als Kontrolle wurde poly I:C 

verwendet. 18-24 h später wurde die IFN-α-Sekretion der mDCs mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist der 

Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen Experimenten. Mit Hilfe 

des zweiseitigen Student’s t-Test wurde die statistische Signifikanz ermittelt (*=p≤0,05). 
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3.11 Liganden zytosolischer Nukleinsäurerezeptoren 

werden durch UV-Strahlung in ihrer stimulatorischen 

Aktivität gesteigert 

 

Da UV-Strahlung die Nukleinsäuren innerhalb einer Zelle aber auch in isolierter Form 

derart modifizieren konnte, dass sie nach zytosolischer Erkennung eine verstärkte 

Immunantwort induzierten, sollte im nächsten Schritt herausgefunden werden, ob auch 

andere Liganden zytosolischer Nukleinsäurerezeptoren durch direkte UV-Strahlung in 

ihrer stimulatorischen Wirkung verstärkt werden können.  

Poly I:C und 3-P-RNA, die über die zytosolischen Rezeptorhelikasen MDA-5 bzw. RIG-I 

detektiert werden, wurden mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 25 und 50 mJ/cm2 bestrahlt 

und je 400 ng bzw. 200 ng in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Damit die Nukleinsäuren 

vorwiegend ins Zytoplasma der Zellen gelangten, wurde poly I:C mit TransIT-LT1 und 3-

P-RNA mit LipofectamineTM 2000 komplexiert. Die IFN-α-, IL-6- und IL-12p40-Produktion 

der mDCs wurde nach 18-24 h mittels ELISA bestimmt (Abbildung 3.19).  

Die zytosolische Erkennung von poly I:C und 3-P-RNA induzierte wie zu erwarten pro-

inflammatorische Zytokine wie IFN-α (Abbildung 3.19 A), IL-6 (Abbildung 3.19 B) und IL-

12p40 (Abbildung 3.19 C). Interessanterweise wurde die Zytokininduktion durch UV-

Bestrahlung von poly I:C und 3-P-RNA signifikant verstärkt, wobei mit steigender 

Strahlendosis auch die stimulatorische Wirkung der Nukleinsäuren zunahm und mehr 

IFN-α, IL-6 und IL-12p40 in den Überständen der mDCs messbar waren.  

Durch UV-Strahlung konnten also nicht nur zelluläre Nukleinsäuren sondern auch 

synthetische Liganden zytosolischer Nukleinsäurerezeptoren in ihrer Stimulationsfähigkeit 

verstärkt werden. Dabei war der zytosolische Rezeptor für die Erkennung seines 

Liganden auch im UV-bestrahlten Zustand essentiell. Dies konnte mit Hilfe von murinen 

MDA-5- und RIG-I-defizienten mDCs gezeigt werden (Abbildung 3.20). Während UV-

modifiziertes poly I:C in MDA-5 ko-mDCs aufgrund des fehlenden Rezeptors kein IFN-α 

induzieren konnte, induzierte es in Wildtyp- sowie in RIG-I ko-mDCs verstärkt IFN-α 

(Abbildung 3.20 A), und auch UV-modifizierte 3-P-RNA, deren Erkennung in RIG-I ko-

mDCs ausblieb, löste in Wildtyp- sowie MDA-5 ko-mDCs eine gesteigerte IFN-α-Antwort 

aus (Abbildung 3.20 B). 
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Abbildung 3.19: UV-Bestrahlung von poly I:C und 3-P-RNA führt zu einer gesteigerten Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine in murinen mDCs.  

Poly I:C bzw. 3-P-RNA wurde mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 25 und 50 mJ/cm2 bestrahlt und je 400 ng 

bzw. 200 ng in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. 18-24 h nach der Stimulation wurde IFN-α (A), IL-6 (B) und 

IL-12p40 (C) in den Überständen mit ELISA bestimmt. Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines 

repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. Mit dem zweiseitigen Student’s t-Test 

wurde die statistische Signifikanz berechnet (*=p≤0,05). 
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Abbildung 3.20: Erkennung UV-modifizierter Liganden über deren spezifische zytosolische 
Nukleinsäurerezeptoren. 

mDCs wurden aus den Knochenmarkszellen von Wildtyp-, MDA-5-defizienten sowie RIG-I-defizienten 

Mäusen unter Zugabe von GM-CSF generiert. Je 400 ng poly I:C (A) bzw. 200 ng 3-P-RNA (B) wurden nach 

Bestrahlung mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 50 und 250 mJ/cm2 in die mDCs transfiziert. 18-24 h später 

wurden die Überstände mittels ELISA auf IFN-α untersucht. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines 

repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. 
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Wie in murinen mDCs so konnte auch in humanen Monozyten nachgewiesen werden, 

dass Liganden der zytosolischen Nukleinsäurerezeptoren durch UV-Bestrahlung 

dosisabhängig in ihrer stimulatorischen Wirkung verstärkt werden konnten. Abbildung 

3.21 illustriert die ELISA-Ergebnisse zur IFN-α-Anwort in humanen Monozyten nach 

Stimulation mit UV-bestrahltem poly I:C (Abbildung 3.21 A) bzw. UV-bestrahlter 3-P-RNA 

(Abbildung 3.21 B). Als Transfektionsreagenzien wurden wie bei den murinen mDCs 

TransIT-LT1 bzw. LipofectamineTM 2000 verwendet. 

 

 
 
Abbildung 3.21: Verstärkte IFN-α-Sekretion in humanen Monozyten nach Stimulation mit den UV-

bestrahlten zytosolischen Liganden poly I:C und 3-P-RNA. 
Poly I:C (A) bzw. 3-P-RNA (B) wurde mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 25, 50 und 250 mJ/cm2 bestrahlt und je 

400 ng bzw. 200 ng in humane Monozyten transfiziert. Mittels ELISA wurde 18-24 h nach der Stimulation IFN-

α im Überstand gemessen. Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei 

unabhängigen Experimenten ist dargestellt. Mit dem zweiseitigen Student’s t-Test wurde die statistische 

Signifikanz ermittelt (*=p≤0,05). 

 

Die steigernde Wirkung UV-modifizierter 3-P-RNA auf die IFN-α-Induktion konnte 

außerdem in humanen MoDCs sowie BDCA-1+ DCs beobachtet werden, die aus Blut von 

gesunden Spendern mittels magnetischer Separation isoliert worden waren (Abbildung 

3.22). 
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Abbildung 3.22: Gesteigerte IFN-α-Produktion in humanen MoDCs sowie BDCA-1+ DCs infolge 

Stimulation mit UV-modifizierter 3-P-RNA. 

3-P-RNA wurde mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 25, 50 und 250 mJ/cm2 bestrahlt und je 200 ng in humane 

MoDCs (A) bzw. BDCA-1+ DCs (B) transfiziert. 18-24 h später wurde der IFN-α-Gehalt in den Überständen 

mit ELISA bestimmt. Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen 

Experimenten ist gezeigt. 
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3.12 Die Basenzusammensetzung hat keine entscheidende 

Auswirkung auf die Aktivitätssteigerung von UV-

bestrahlten Nukleinsäuren 

 

Es stellte sich die Frage, welche Art von UV-induzierten Modifikationen in den 

Nukleinsäuren zu der Verstärkung ihrer stimulatorischen Wirkung führte. Es ist bekannt, 

dass UV-Strahlung zu direkten Veränderungen in der DNA führen kann, indem sie durch 

Absorption der Strahlungsenergie photochemische Reaktionen zwischen den Basen 

auslöst, das so genannte „Photocrosslinking“. Auf diese Weise können unter dem direkten 

Einfluss von UV-Strahlung CPDs (Ley, 1983) und 6-4-PPs (Rosenstein and Mitchell, 

1987) in der DNA gebildet werden, wobei CPDs zehnmal häufiger entstehen als 6-4-PPs 

(Kao et al., 1993). Während bei der Bildung von CPDs die Bindung zwischen zwei 

benachbarten Pyrimidin-Molekülen an den Positionen 5 und 6 geknüpft wird, entsteht bei 

den 6-4-PPs eine Verbindung zwischen der C6-Position des 5’-Pyrimidins und der C4-

Position des 3’-Pyrimidins (Rosenstein and Mitchell, 1987). Besonders gefährdet für die 

Bildung solcher Photoprodukte sind so genannte „hot spots“ auf der DNA, wo sich zwei 

Thymin-Moleküle in direkter Nachbarschaft auf einem DNA-Strang befinden (Brash and 

Haseltine, 1982).  

Es sollte untersucht werden, ob solche Modifikationen die Ursache für die Steigerung der 

stimulatorischen Aktivität von Nukleinsäuren waren und ob bestimmte Basensequenzen 

damit korrelierten. Dazu wurden DNA-Oligonukleotide von 54 bp Länge entworfen, deren 

Einzelstränge sich aus repetitiven Basendupletts oder -tripletts zusammensetzten und die 

zum Teil solche „hot spots“ beinhalteten. Diese sind in Abbildung 3.23 dargestellt. Es 

wurde entweder der „sense“- oder der „antisense“-Strang der DNA-Oligonukleotide mit 

UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 50 bzw. 250 mJ/cm2 bestrahlt und dann mit dem 

komplementären Gegenstrang hybridisiert. Murine Wildtyp-mDCs wurden mit je 400 ng 

der DNA-Oligonukleotide stimuliert, wobei TransIT-LT1 als Transfektionsreagenz diente, 

und 18-24 h inkubiert. Die Messung von IFN-α im Überstand zeigte, dass alle 

untersuchten DNA-Oligonukleotide im unbestrahlten Zustand wenn überhaupt nur sehr 

wenig IFN-α induzierten (Abbildung 3.23). Durch UV-Bestrahlung wurde ihre 

stimulatorische Aktivität jedoch deutlich verstärkt und sie induzierten mit steigender 

Strahlendosis zunehmend IFN-α. Überraschenderweise galt dies für alle untersuchten 

DNA-Oligonukleotide. Die Basenzusammensetzung war dabei irrelevant. Folglich war 

davon auszugehen, dass kein Zusammenhang zwischen der Basenzusammensetzung 

und dem Grad der Aktivitätssteigerung von UV-bestrahlten Nukleinsäuren bestand. Die 
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Aktivitätssteigerung konnte somit nicht allein auf direkte DNA-Schäden wie die Ausbildung 

von CPDs oder 6-4-PPs zurückgehen. 

 

 
 
Abbildung 3.23: Irrelevanz der Basenzusammensetzung für die Verstärkung der IFN-α-Induktion nach 

Stimulation mit UV-modifizierten DNA-Oligonukleotiden. 

Der „sense“-Strang oder der „antisense“-Strang von DNA-Oligonukleotiden mit einer Länge von 54 bp und aus 

den angegebenen repetitiven Basendupletts oder -tripletts bestehend wurde mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 

10, 50 bzw. 250 mJ/cm2 bestrahlt, mit dem komplementären Gegenstrang hybridisiert und je 400 ng in murine 

Wildtyp-mDCs transfiziert. Nach 18-24 h wurde mittels ELISA IFN-α in den Überständen gemessen. 

Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses aus mindestens drei 

unabhängigen Experimenten. 

 

 

3.13 Der UV-Effekt kann durch H2O2-Behandlung imitiert 

werden 

 

Neben der direkten physikalischen Schädigung von DNA durch Absorption von UV-

Strahlung läuft ein indirekter Schädigungsmechanismus der DNA über die Generierung 

von ROS ab. Bei diesem Mechanismus wird die Strahlungsenergie nicht von der DNA 

sondern zunächst von einem Photosensibilisator-Molekül absorbiert und dann auf 

molekularen Sauerstoff transferiert, was zur Bildung von radikalischen und 

nichtradikalischen Sauerstoffmolekülen führt, die entweder selbst eine oxidierende 

Wirkung besitzen und/oder leicht in Radikale umgewandelt werden, die mit der DNA 

wechselwirken können. Als Vertreter der ROS treten infolge von UV-Strahlung unter 
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anderem das Superoxid-Anion (O2●
-), das Hydroperoxyl-Radikal (HO2●

-), 

Wasserstoffperoxid (H2O2), das Hydroxylradikal (OH●) und Lipidperoxidationsprodukte wie 

das Cholesterinepoxid auf (Dizdaroglu et al., 1993; Epe, 1996; Halliwell and Aruoma, 

1991). Von den ROS ist das Hydroxylradikal für den größten Anteil an Schäden 

verantwortlich, wohingegen Peroxylradikale und Wasserstoffperoxid nicht direkt, sondern 

über reaktivere Zwischenstufen mit der DNA reagieren. Der Angriff von Hydroxylradikalen 

kann zu vielfältigen strukturellen Veränderungen führen, darunter Hydroxylierungen, 

Ringöffnungen, DNA-Strangbrüchen und Fragmentierungen. Ein wichtiges Produkt, das 

unter dem Einfluss von Hydroxylradikalen gebildet wird, ist das 8-oxo-dG bzw. 8-OH-dG, 

das durch Oxidation des Guanins in 4-, 5- oder 8-Position des Purinrings gebildet wird 

(Floyd et al., 1988; Kasai, 1997). Dieses paart sich bei der Replikation mit Cytosin, aber 

auch häufig mit Adenin, was zu einer mutagenen Transversion von G-C zu A-T in der 

DNA führt (Grollman and Moriya, 1993; Kasai, 1997; Wood et al., 1990). Solche 

oxidativen Schäden an Nukleinsäuren entstehen jedoch nicht nur infolge der UV-

induzierten Generierung von ROS, sondern können auch durch eine H2O2-Behandlung 

ausgelöst werden. So wurde beschrieben, dass Fibroblasten, Hepatozyten, Lymphozyten 

und andere Zelltypen in vitro gleichermaßen auf UV-Bestrahlung wie auf eine Behandlung 

mit H2O2 reagieren (Herrlich et al., 2008). 

Im nächsten Schritt sollte daher untersucht werden, ob der beobachtete UV-Effekt durch 

H2O2-Behandlung der Zellen nachgeahmt werden konnte. Dazu wurden RMA Zellen mit 

H2O2 in Konzentrationen von 0, 0,1 und 1 mM für 10 bzw. 30 min inkubiert. Anschließend 

wurde die genomische DNA aufgereinigt und je 400 ng in murine Wildtyp-mDCs unter 

Verwendung von TransIT-LT1 transfiziert. Zur Kontrolle der Funktionalität der mDCs 

wurde zusätzlich poly I:C transfiziert. 18-24 h danach wurde die IFN-α-Sekretion in den 

Überständen der mDCs mittels ELISA gemessen (Abbildung 3.24 A).  

Es zeigte sich, dass die genomische DNA aus H2O2-behandelten Zellen (2 µg/ml) eine 

stärkere Aktivität im Hinblick auf die Induktion von IFN-α besaß als die genomische DNA 

aus unbehandelten Zellen, die erwartungsgemäß nur sehr wenig IFN-α induzierte. Um die 

IFN-α-Induktion signifikant zu verstärken, reichte bereits eine kurze Inkubation der RMA 

Zellen mit geringen Konzentrationen von H2O2 aus. Eine Aktivitätssteigerung von 

genomischer DNA, wie sie durch UV-Bestrahlung induziert wurde, konnte also auch durch 

die H2O2-Behandlung von Zellen erzielt werden.  
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Abbildung 3.24: Verstärkte IFN-α-Induktion in murinen mDCs durch Stimulation mit H2O2-modifizierter 

DNA. 

RMA Zellen wurden mit H2O2 in Konzentrationen von 0, 0,1 oder 1 mM für 10 bzw. 30 min inkubiert. 

Anschließend wurde deren genomische DNA isoliert und je 400 ng in murine Wildtyp-mDCs transfiziert (A). 

Genomische DNA aus RMA Zellen wurde mit H2O2 in Dosen von 0, 0,1, 10 oder 100 µM für 3 min behandelt, 

per Ethanolfällung aufgereinigt und ebenfalls in murine Wildtyp-mDCs transfiziert (B). Als Kontrolle wurden 

mDCs zusätzlich mit poly I:C stimuliert. 18-24 h nach der Stimulation wurde die IFN-α-Sekretion in den 

Überständen mittels ELISA detektiert. Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen 

Ergebnisses aus mindestens drei unabhängigen Experimenten. Mit dem zweiseitigen Student’s t-Test wurde 

die statistische Signifikanz bestimmt (*=p≤0,05). 

 

Die Beobachtungen, dass die immunstimulatorische Wirkung von genomischer DNA nicht 

nur durch eine Bestrahlung der gesamten Zelle sondern auch durch direkte Bestrahlung 

gesteigert werden konnte, führten außerdem zu der Überlegung, ob dies auch durch 

direkte Behandlung von DNA mit H2O2 zu imitieren sei. Die genomische DNA aus RMA 

Zellen wurde daher für 3 min mit H2O2 in Konzentrationen von 0, 0,1, 10 bzw. 100 µM 

inkubiert und nach ihrer Aufreinigung per Ethanolfällung, wie zuvor beschrieben, in murine 

Wildtyp-mDCs transfiziert. Die IFN-α-Messung 18-24 h später bestätigte, dass die direkte 

Behandlung von genomischer DNA mit H2O2 ebenfalls ihre stimulatorische Aktivität 

steigerte und infolgedessen signifikant mehr IFN-α von den mDCs ausgeschüttet wurde 

(Abbildung 3.24 B).  

Zusammenfassend kann man festhalten, dass der beobachtete UV-Effekt durch H2O2-

Behandlung imitiert werden konnte und demzufolge vermutlich durch ROS induzierte 

Modifikationen in der DNA die Aktivitätssteigerung bewirkten. 
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3.14 Die durch ROS induzierte oxidative Basenmodifikation 

8-OH-dG ist in der genomischen DNA UV-bestrahlter 

Zellen nachweisbar 

 

Unter den zahlreichen Möglichkeiten der DNA-Modifizierung durch ROS wie 

beispielsweise Basenpaarung, Strangbruch oder Adduktbildung stellt letztere, das heißt 

die Bildung oxidativer Basenmodifikationen, ein intensiv untersuchtes Gebiet dar. Bislang 

sind ungefähr 20 oxidative DNA-Addukte strukturell charakterisiert (Henle et al., 1996a; 

Henle et al., 1996b). Am häufigsten und auch am besten untersucht ist die 

Guaninimodifikation 8-OH-dG, die durch Oxidation des Guanins in 4-, 5- oder 8-Position 

des Purinrings entsteht (Floyd et al., 1988; Kasai, 1997) und als charakteristischer Marker 

für DNA-Oxidation nachgewiesen werden kann. 

Aufgrund des Befundes, dass durch ROS induzierte Modifikationen die 

immunstimulatorischen Eigenschaften von Nukleinsäuren verstärkt werden konnten, 

stellte sich die Frage, ob möglicherweise 8-OH-dG eine solche Modifikation darstellen 

könnte. In einem ersten Schritt wurde daher geprüft, inwieweit in der genomischen DNA 

von Zellen infolge von UV-Bestrahlung 8-OH-dG entsteht. Dazu wurden RMA Zellen mit 

UV-C-Licht in Dosen von 0, 250 und 1000 mJ/cm2 bestrahlt und nach 18 h Inkubation 

wurde deren genomische DNA isoliert. Nach Hitzedenaturierung wurde die genomische 

DNA durch Nuclease P1- und Phosphatase-Behandlung enzymatisch in ihre Nukleotide 

zerlegt und anschließend der Gehalt an 8-OH-dG mit dem 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin 

EIA Kit photometrisch bestimmt (Abbildung 3.25 A). Da die Absorption umgekehrt 

proportional zur Menge des freien 8-OH-dG in der analysierten Probe ist, zeigten die 

geringeren Absorptionsraten der genomischen DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen 

gegenüber der aus unbestrahlten RMA Zellen das Vorhandensein von 8-OH-dG an.  

Zur Kontrolle wurde außerdem die IFN-α-Sekretion in murinen Wildtyp-mDCs nach 

Stimulation mit der genomischen DNA aus unbestrahlten und bestrahlten RMA Zellen (2 

µg/ml) gemessen (Abbildung 3.25 B), welche die signifikante Aktivitätssteigerung UV-

modifizierter DNA belegte.  

Damit konnte 8-OH-dG als Ursache für die verstärkte stimulatorische Wirkung von DNA 

infolge von UV-Bestrahlung in Frage kommen.  
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Abbildung 3.25: Nachweis von 8-OH-dG in der genomischen DNA UV-bestrahlter Zellen. 
RMA Zellen wurden mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 250 und 1000 mJ/cm2 bestrahlt und nach 18 h wurde 

deren genomische DNA aufgereinigt. Nach Nuclease P1- und Phosphatase-Verdau wurde der Gehalt an 8-

OH-dG mit dem 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit gemessen (A). Je 400 ng der genomischen DNA 

wurden außerdem in murine Wildtyp-mDCs transfiziert und die IFN-α-Induktion 18-24 h später mit ELISA 

bestimmt (B). Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis (A) bzw. der Mittelwert ± SEM (n=2) eines 

repräsentativen Ergebnisses (B) von drei unabhängigen Experimenten. Mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-

Test wurde die statistische Signifikanz berechnet (*=p≤0,05). 

 

 

3.15 Durch Inkorporation von 8-OH-dG/8-OH-G in 
Nukleinsäuren kann deren stimulatorische Wirkung 

gezielt verstärkt werden 

 

Im nächsten Schritt sollte gezeigt werden, dass durch den gezielten Einbau von 8-OH-dG 

bzw. 8-OH-G in Nukleinsäuren deren stimulatorische Aktivität gesteigert werden konnte. 

Um 8-OH-dG in DNA zu inkorporieren, wurde eine beliebig ausgewählte 1,5 kB lange 

DNA-Sequenz unter Zugabe von 8-OH-dGTP und unter Verwendung der Phusion DNA-

Polymerase per PCR amplifiziert. Der Anteil des 8-OH-dGTP an den dNTPs betrug in den 

verschiedenen Reaktionsansätzen 0 %, 0,1 % bzw. 10 %. Über eine 

gelelektrophoretische Größentrennung der DNA erfolgte der Nachweis der Amplifikation. 

Diese ist in Abbildung 3.26 dargestellt. In allen Reaktionsansätzen umfassten die per PCR 

generierten DNA-Fragmente 1,5 kB und waren als einzelne klare Bande zu erkennen. Zur 

schnellen und effizienten Aufreinigung der PCR-Produkte dienten das innuPrep PCR pure 

Kit der Firma Analytic Jena sowie eine anschließende Ethanolpräzipitation, um die 

vollständige Entfernung von überschüssigem 8-OH-dGTP zu gewährleisten. 
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Abbildung 3.26: Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte mit inkorporiertem 8-OH-dGTP. 
Eine 1,5 kB lange DNA-Sequenz wurde unter Zugabe von 8-OH-dGTP mit der Phusion DNA-Polymerase per 

PCR amplifiziert, wobei der Anteil des 8-OH-dGTP an den dNTPs 0 %, 0,1 % bzw. 10 % ausmachte. Zur 

gelelektrophoretischen Auftrennung wurden 5 µl des PCR-Ansatzes plus 1/6 Volumen Ladepuffer auf einem 1 

%igen Agarosegel aufgetragen. Der Marker (GeneRuler DNA Ladder Mix) wurde in einem Volumen von 4 µl 

auf das Gel aufgetragen. Ein repräsentatives Ergebnis von mindestens drei unabhängigen Experimenten ist 

dargestellt. 

 

Zum Nachweis von effizient inkorporiertem 8-OH-dGTP wurden die PCR-Produkte nach 

Hitzedenaturierung mit Nuclease P1 und Phosphatase behandelt und dann mit dem 8-

Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit auf ihren 8-OH-dG-Gehalt überprüft (Abbildung 3.27 

A). Das PCR-Produkt aus Reaktionsansätzen ohne 8-OH-dGTP wies eine höhere 

Absorptionsrate auf als PCR-Produkte aus Reaktionsansätzen mit zugegebenem 8-OH-

dGTP. Außerdem nahm mit Zunahme des 8-OH-dGTP-Anteils in den PCR-Ansätzen die 

Absorption der generierten PCR-Produkte ab. Dies sprach für einen effizienten, 

konzentrationsabhängigen Einbau von 8-OH-dGTP. Als Kontrolle mitgeführte PCR-

Produkte, deren Reaktionsansatz erst direkt vor der Aufreinigung mit freiem 8-OH-dGTP 

versehen wurde, besaßen hingegen annähernd die gleichen Absorptionsraten wie PCR-

Produkte ohne 8-OH-dGTP-Einbau (Daten nicht aufgeführt). 

Um zu prüfen, ob 8-OH-dG eine hinreichende Modifikation zur Aktivitätssteigerung von 

DNA war, wurden je 400 ng der PCR-Produkte unter Verwendung von TransIT-LT1 in 

murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Zur Kontrolle der Funktionalität der mDCs wurde 

zusätzlich poly I:C transfiziert. Die Messung von IFN-α in den Überständen 18-24 h später 

zeigte, dass das PCR-Produkt ohne inkorporiertes 8-OH-dGTP wenig IFN-α induzierte, 

die IFN-α-Antwort jedoch durch 8-OH-dGTP-Einbau in die DNA signifikant verstärkt 

DNA- 

Marker 

0 %    0,1 %    10 % 
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werden konnte (Abbildung 3.27 B). Je mehr 8-OH-dGTP inkorporiert worden war, desto 

höher war die stimulatorische Aktivität der DNA. 

 

 
 
Abbildung 3.27: Verstärkung der stimulatorischen Aktivität von PCR-Produkten durch Einbau von 8-

OH-dGTP. 

Eine 1,5 kB lange DNA-Sequenz wurde unter Zugabe unterschiedlicher Mengen an 8-OH-dGTP mit der 

Phusion DNA-Polymerase per PCR amplifiziert und anschließend aufgereinigt. Der Einbau von 8-OH-dGTP in 

die PCR-Produkte wurde nach deren enzymatischem Verdau mit dem 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit 

überprüft (A). Murine Wildtyp-mDCs wurden mit je 400 ng der (un)modifizierten PCR-Produkten bzw. als 

Kontrolle mit poly I:C stimuliert und nach 18-24 h wurde die IFN-α-Sekretion in den Überständen mit ELISA 

gemessen (B). Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis (A) bzw. der Mittelwert ± SEM (n=2) eines 

repräsentativen Ergebnisses aus mindestens drei unabhängigen Experimenten (B). Mit Hilfe des zweiseitigen 

Student’s t-Test wurde die statistische Signifikanz berechnet (*=p≤0,05). 

 

Auch RNA sollte diesbezüglich getestet werden. Mit Hilfe der in vitro-Transkription wurde 

3-P-RNA unter Beigabe von 8-OH-GTP synthetisiert, wobei der Anteil des 8-OH-GTP an 

den NTPs 0 %, 0,1 %, 1 % bzw. 10 % betrug. Um Salze und vor allem überschüssige 

Nukleotide komplett zu entfernen, wurde die synthetisierte 3-P-RNA anschließend über 

eine Mini Quick Spin-Säule aufgereinigt. Der Gehalt an 8-OH-G wurde nach 

enzymatischem Verdau der 3-P-RNA mit dem 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit 

bestimmt (Abbildung 3.28 A). Anhand der niedrigeren Absorptionsraten von 3-P-RNAs, 

die unter Zugabe von 8-OH-GTP hergestellt worden waren, gegenüber der von 

unmodifizierter 3-P-RNA, konnte der erfolgreiche Einbau von 8-OH-GTP in die 3-P-RNA 

nachgewiesen werden. Je mehr 8-OH-GTP der Synthese zugefügt worden war, desto 

mehr wurde auch in die 3-P-RNA inkorporiert.  

Zur Analyse, ob die Guaninmodifikation auch in RNA eine Aktivitätssteigerung bewirkte, 

wurden je 200 ng der (un)modifizierten 3-P-RNA mit LipofectamineTM 2000 komplexiert in 

murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Dem IFN-α-ELISA zufolge, der 18-24 h später 

durchgeführt wurde, induzierte 3-P-RNA mit inkorporiertem 8-OH-GTP signifikant mehr 



3 Ergebnisse 

 131 

IFN-α in den mDCs als unmodifizierte 3-P-RNA (Abbildung 3.28 B). Dazu genügten 

bereits sehr geringe Mengen von 8-OH-GTP.  

 

 
 
Abbildung 3.28: Steigerung der stimulatorischen Wirkung von 3-P-RNA durch 8-OH-GTP-Einbau. 

3-P-RNA wurde unter Zugabe unterschiedlicher Mengen an 8-OH-GTP mittels in vitro-Transkription 

hergestellt und anschließend aufgereinigt. Nach Nuclease P1- und Phosphatase-Behandlung der 3-P-RNA 

wurde ihr 8-OH-G-Gehalt mit dem 8-Hydroxy-2-deoxy-Guanosin EIA Kit bestimmt (A). Murine Wildtyp-mDCs 

wurden mit je 200 ng der (un)modifizierten 3-P-RNA bzw. als Kontrolle mit poly I:C stimuliert. Nach 18-24 h 

wurde IFN-α im Überstand mit ELISA gemessen (B). Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis (A) bzw. der 

Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses aus mindestens drei unabhängigen Experimenten 

(B). Mit dem zweiseitigen Student’s t-Test wurde die statistische Signifikanz bestimmt (*=p≤0,05). 

 

Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse ließ sich der beobachtete UV-Effekt wie folgt 

erklären: Durch UV-Strahlung wurden ROS generiert, die durch Oxidation von DNA und 

RNA die Basenmodifikation 8-OH-dG bzw. 8-OH-G induzierten. Diese und 

möglicherweise auch andere Modifikationen führten wiederum zu einer Verstärkung der 

stimulatorischen Wirkung der Nukleinsäuren, die sich in einer gesteigerten IFN-α-

Induktion äußerte. 
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3.16 UV-modifizierte DNA induziert auch in vivo erhöhte 

IFN-α-Titer 

 

Die verstärkte Immunerkennung UV-modifizierter Nukleinsäuren könnte bei 

Immunreaktionen in der Haut von großer Wichtigkeit sein. Um die in vivo-Relevanz dieses 

UV-Effektes zu untersuchen, wurden Mausversuche durchgeführt. Im Rahmen dieser 

Experimente wurden genomische DNA aus RMA Zellen sowie ein 54 bp langes, dsDNA-

Oligonukleotid, bestehend aus dem repetitiven Basentriplett CCG bzw. CGG, mit UV-C-

Licht in Dosen von 0, 50 und 250 mJ/cm2 bestrahlt. Je 50 µg der genomischen DNA bzw. 

20 µg des DNA-Oligonukleotids wurden mit Dotap im Verhältnis 1:2 und in einem 

Volumen von 600 µl komplexiert und Wildtyp-Mäusen in die Schwanzvene injiziert. Zur 

Überprüfung der nicht-stimulatorischen Wirkung von Dotap, wurde Mäusen 20 µg eines 

schwach immunogenen, dsDNA-Oligonukleotids mit der repetitiven Sequenz ATA bzw. 

TAT in komplexierter Form verabreicht. Als Positivkontrolle wurde Mäusen 20 µg 

unkomplexiertes poly I:C i.v. injiziert. Als Negativkontrolle blieben Mäuse unbehandelt. 

Nach 4 und 6 h wurde den Versuchsmäusen Blut entnommen und das IFN-α im Serum 

gemessen (Abbildung 3.29). Wildtyp-Mäuse, denen das DNA-Oligonukleotid (ATA+TAT) 

komplexiert mit Dotap injiziert worden war oder die unbehandelt geblieben waren, 

produzierten wie erwartet kaum bzw. kein IFN-α. Die Injektion von poly I:C induzierte 

hingegen substanzielle Mengen von IFN-α (2000 pg/ml). Bei Mäusen, denen genomische 

DNA verabreicht worden war, war zu beobachten, dass die IFN-α-Konzentration im 

Serum nach Injektion UV-bestrahlter genomischer DNA signifikant höher war als nach 

Injektion unbestrahlter genomischer DNA. Mit steigender Strahlendosis war eine 

Zunahme der IFN-α-Konzentration im Serum festzustellen. Während unbestrahlte 

genomische DNA maximal 300 pg/ml IFN-α induzierte, induzierte genomische DNA, die 

mit UV-C-Licht in Dosen von 50 oder 250 mJ/cm2 bestrahlt worden war, bis zu 1500 bzw. 

2200 pg/ml IFN-α, wobei der IFN-α-Spiegel nach 4 und 6 h annähernd konstant blieb. 

Gleichermaßen war der UV-Effekt im Serum von Mäusen zu beobachten, denen das 

DNA-Oligonukleotid (CCG+CGG) injiziert worden war. Unbestrahltes DNA-Oligonukleotid 

induzierte maximal 500 pg/ml IFN-α, mit UV-C-Licht in Dosen von 50 oder 250 mJ/cm2 

bestrahltes DNA-Oligonukleotid mit bis zu 1000 bzw. 2500 pg/ml IFN-α jedoch deutlich 

mehr. Auch hier unterschieden sich die IFN-α-Konzentrationen in den Seren nach 4 und 6 

h kaum.  

Diese Ergebnisse sprachen dafür, dass es sich bei dem UV-Effekt nicht nur um ein in 

vitro-Phänomen handelte, sondern dass er auch in vivo eine Rolle spielte. 
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Abbildung 3.29: Steigerung der IFN-α-Produktion in Wildtyp-Mäusen durch i.v. Injektion von UV-

modifizierter DNA. 

Genomische DNA aus RMA Zellen bzw. ein 54 bp langes, dsDNA-Oligonukleotid, das sich aus dem 

repetitiven Basentripplet CCG bzw. CGG zusammensetzte, wurden mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 50 und 

250 mJ/cm2 bestrahlt. Wildtyp-Mäusen wurden jeweils entweder 50 µg genomische DNA oder 20 µg des 

DNA-Oligonukleotids komplexiert mit Dotap i.v. injiziert. Zur Überprüfung der nicht-stimulatorischen Wirkung 

von Dotap wurde Mäusen 20 µg des schwach immunogenen dsDNA-Oligonukleotids (ATA+TAT) in 

komplexierter Form gespritzt und als Positivkontrolle wurde Mäusen 20 µg unkomplexiertes poly I:C gespritzt. 

Blut von den behandelten und auch von unbehandelten Mäusen wurde 4 und 6 h nach der Injektion 

entnommen und IFN-α im Serum mit dem murinen IFN-α-ELISA bestimmt. Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM 

(n=2-3) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen Experimenten. Mit Hilfe des zweiseitigen 

Student’s t-Test wurde die statistische Signifikanz berechnet (*=p≤0,05). 
 

 

3.17 An der Erkennung UV-modifizierter Nukleinsäuren ist 

möglicherweise ein zweiter, synergistisch wirkender 

Signalweg beteiligt 

 

Wie UV-modifizierte Nukleinsäuren erkannt wurden und über welchen Mechanismus sie 

die verstärkte IFN-α-Induktion vermittelten, war noch unklar. Mittels eines 

Kotransfektionsexperimentes sollte daher herausgefunden werden, ob möglicherweise 

zwei Signalwege dabei miteinander interagierten und die Erkennung von Nukleinsäure 

und ROS bedingter, oxidativer Basenmodifikation über zwei unterschiedliche Rezeptoren 

erfolgte. Dazu wurden poly I:C, poly dAdT und 3-P-RNA jeweils mit dem schwach 
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immunogenen, dsDNA-Oligonukleotid (ATA+TAT), das zuvor mit UV-C-Licht in Dosen von 

0, 10, 25 und 50 mJ/cm2 bestrahlt worden war, in murine Wildtyp-mDCs kotransfiziert. Der 

Transfektionsansatz setzte sich aus 200 ng poly I:C plus 200 ng (un)bestrahltes DNA-

Oligonukleotid und TransIT-LT1 bzw. aus 100 ng poly dAdT oder 3-P-RNA plus 100 ng 

(un)bestrahltes DNA-Oligonukleotid und LipofectamineTM 2000 zusammen. Als Kontrolle 

wurden poly I:C, poly dAdT und 3-P-RNA sowie (un)bestrahltes DNA-Oligonukleotid 

außerdem allein in die mDCs transfiziert. Dabei wurden die gleichen 

Transfektionsreagenzien verwendet, jedoch die doppelte Stimulimenge. Nach 18-24 h 

wurden die Überstände der mDCs auf IFN-α untersucht (Abbildung 3.30).  

 

 
 
Abbildung 3.30: Gesteigerte IFN-α-Produktion in murinen mDCs durch Kostimulation von 

zytosolischen Nukleinsäurerezeptorliganden mit UV-bestrahlter nicht-stimulatorischer DNA.  

poly I:C, poly dAdT und 3-P-RNA wurden jeweils mit einem schwach immunogenen, 54 bp langen dsDNA-

Oligonukleotid, bestehend aus dem repetitiven Basentriplett ATA bzw. TAT, in murine Wildtyp-mDCs 

kotransfiziert, wobei das DNA-Oligonukleotid zuvor mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 25 und 50 mJ/cm2 

bestrahlt worden war. Als Kontrolle wurden poly I:C, poly dAdT und 3-P-RNA sowie das (un)bestrahlte DNA-

Oligonukleotid zusätzlich allein in mDCs transfiziert. 18-24 h später wurde das IFN-α in den Überständen mit 

ELISA gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei 

unabhängigen Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test 

bestimmt (*=p≤0,05). 

 

Während das DNA-Oligonukleotid (ATA+TAT) erwartungsgemäß wenig IFN-α induzierte, 

führte die Stimulation mit poly I:C, poly dAdT und 3-P-RNA zu substanziellen Mengen 

IFN-α. Diese konnten durch Kotransfektion von (ATA+TAT) leicht gesteigert werden. Eine 

weitaus höhere Steigerung der IFN-α-Produktion in den mDCs konnte jedoch erreicht 

werden, wenn das kotransfizierte DNA-Oligonukleotid UV-bestrahlt worden war, wobei mit 

zunehmender vorher absorbierter Strahlendosis mehr IFN-α ausgeschüttet wurde. Auch 
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eine Kotransfektion, bei der die zytosolischen Nukleinsäureliganden in Kombination mit 

Einzelsträngen des unbestrahlten oder bestrahlten DNA-Oligonukleotids (ATA) oder (TAT) 

verwendet wurden, führte zu vergleichbaren Ergebnissen (Daten nicht aufgeführt). Dies 

deutete darauf hin, dass möglicherweise zwei synergistisch wirkende Signalwege an der 

Erkennung UV-modifizierter Nukleinsäuren beteiligt waren. 

Es war allerdings auch vorstellbar, dass das UV-bestrahlte DNA-Oligonukleotid die 

Aufnahme der kotransfizierten Nukleinsäure in die Zelle und auf diese Weise deren 

Erkennung beeinflusste. Um dies auszuschließen, wurde der DNA-Einzelstrang (ATA) mit 

UV-C-Licht in Dosen von 0, 50 bzw. 250 mJ/cm2 bestrahlt und zusammen mit einem 

fluoreszenzmarkierten DNA-Oligonukleotid per Lipofektion in murine Wildtyp-mDCs 

transfiziert. Die Aufnahme des fluoreszenzmarkierten DNA-Oligonukleotids in die mDCs 

wurde nach 2, 6 und 18 h durchflusszytometrisch analysiert und war anhand einer FITC-

Färbung der transfizierten Zellen nachweisbar. Im Rahmen dieser FACS-Analyse wurden 

mindestens 50.000 Events gesammelt und die lebenden Zellen im Hinblick auf ihre FITC-

Intensität ausgewertet. Die erstellten Histogramme sind in Abbildung 3.31 illustriert. Sie 

zeigen zu allen gemessenen Zeitpunkten eine verbesserte Aufnahme des 

fluoreszenzmarkierten DNA-Oligonukleotids infolge einer Kotransfektion mit (ATA), 

belegen aber auch, dass das fluoreszenzmarkierte DNA-Oligonukleotid, unabhängig 

davon ob der kotransfizierte DNA-Einzelstrang unbestrahlt oder bestrahlt war, 

gleichermaßen internalisiert wurde. 
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Abbildung 3.31: Das UV-bestrahlte DNA-Oligonukleotid beeinflusst nicht die Aufnahme einer weiteren 

kotransfizierten Nukleinsäure. 
Ein DNA-Einzelstrang von 54 bp Länge und aus dem repetitiven Basentriplett ATA bestehend wurde mit UV-

C-Licht in Dosen von 0, 50 und 250 mJ/cm2 bestrahlt und zusammen mit einem FITC-markierten DNA-

Oligonukleotid in murine Wildtyp-mDCs transfiziert. Als Kontrolle wurde das fluoreszenzmarkierte DNA-

Oligonukleotid auch alleine transfiziert. Nach 2, 6 und 18 h wurde die Aufnahme des fluoreszenzmarkierten 

DNA-Oligonukleotids in die mDCs anhand der FITC-Färbung mit dem Durchflusszytometer untersucht. 

Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von zwei unabhängigen Experimenten. 

 

 

3.18 Das NLRP3-Inflammasom spielt keine Rolle bei der 

Erkennung UV-modifizierter Nukleinsäuren 

 

Eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der Erkennung UV-modifizierter 

Nukleinsäuren war denkbar. Bei dem NLRP3-Inflammasom handelt es sich um einen 

zytosolischen Proteinkomplex, der durch Bestandteile von Pathogenen, 

Harnsäurekristalle, aber auch Stress- bzw. Gefahrensignale wie UV-Strahlung stimuliert 

wird. Wird das NLRP3-Protein aktiviert, wobei dies nicht durch direkte Interaktion mit den 

Aktivatoren geschieht sondern vermutlich über eine indirekte Signalerkennung, rekrutiert 

es das Adapterprotein ASC sowie Caspase 1 zur Bildung des NLRP3-Inflammasoms. 

Dies führt zur Aktivierung von Caspase 1, die wiederum durch Spaltung der inaktiven 

Vorstufe Pro-IL-1β das pro-inflammatorische Zytokin IL-1β aktiviert. Die Sekretion von 

aktivem IL-1β löst Entzündungsreaktionen aus (Martinon et al., 2002). Interessanterweise 

verstärken die meisten identifizierten NLRP3-Aktivatoren die Generierung von ROS 

(Bryant and Fitzgerald, 2009; Martinon et al., 2002). Darüber hinaus wurde beschrieben, 

dass andererseits Antioxidantien die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms inhibieren, 
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was ein weiteres Indiz für die essentielle Rolle von oxidativem Stress bzw. Redoxsignalen 

bei der NLRP3-Aktivierung darstellt. In diesem Zusammenhang wurde TXNIP/VDUPI als 

ein essentielles Protein identifiziert, das infolge von oxidativem Stress NLRP3 aktivieren 

kann (Zhou et al., 2010). UV-Strahlung induziert ein zelluläres Redoxungleichgewicht, das 

zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms führt und sich bei humanen Keratinozyten in 

der Sekretion von IL-1α und IL-1β äußert (Feldmeyer et al., 2007; Hewinson et al., 2008). 

Es wurde daher zunächst die IL-1β-Sekretion von murinen Wildtyp-mDCs (Abbildung 3.32 

A) sowie murinen 129 WT Makrophagen (Abbildung 3.32 B) nach Stimulation mit 

genomischer DNA aus RMA Zellen (2 µg/ml) untersucht. Neben erhöhten IFN-α-, IP-10-, 

IL-6- und IL-12p40-Mengen (Abbildung 3.7, Abbildung 3.9 A und B) induzierte 

genomische DNA aus UV-C-bestrahlten RMA Zellen auch eine signifikant verstärkte IL-

1β-Sekretion gegenüber genomischer DNA aus unbestrahlten RMA Zellen. Die 

Ausschüttung von IL-1β sprach für eine Inflammasom-Aktivierung. 

 

 
 
Abbildung 3.32: Verstärkte IL-1β-Sekretion in murinen mDCs sowie 129 WT Makrophagen nach 

Stimulation mit genomischer DNA aus UV-bestrahlten Zellen.  

Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen wurde isoliert und murine Wildtyp-

mDCs (A) sowie murine 129 WT Makrophagen (B) mit je 400 ng stimuliert. Als Kontrollstimulus diente poly I:C 

(A) bzw. poly dAdT (B). 18-24 h nach der Stimulation wurden die Überstände mit ELISA auf IL-1β untersucht. 

Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten ist 

gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test ermittelt (*=p≤0,05). 

 

Unklar war jedoch, ob es sich bei dem aktivierten Inflammasom um das NLRP3-

Inflammasom handelte oder ob die IL-1β-Sekretion AIM2 bedingt war. AIM2 ist ein 

zytosolischer DNA-Sensor, der nach Bindung von dsDNA das AIM2-Inflammasom zur 

Aktivierung von Caspase 1 bildet und ebenfalls zur Sekretion von IL-1β führt, die IFN-α-
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Induktion jedoch nicht beeinflusst (Burckstummer et al., 2009; Fernandes-Alnemri et al., 

2009; Hornung et al., 2009; Roberts et al., 2009). 

Um zu klären, inwieweit das NLRP3-Inflammasom eine Rolle bei der Erkennung UV-

modifizierter Nukleinsäuren und bei der verstärkten IFN-α-Induktion spielte, wurden 

mDCs aus Knochenmarkszellen von Wildtyp-, ASC-defizienten sowie NLRP3-defizienten 

Mäusen unter Zugabe von GM-CSF generiert. Genomische DNA aus unbestrahlten bzw. 

UV-C-bestrahlten RMA Zellen wurde in die mDCs transfiziert, wobei je 400 ng 

genomische DNA mit TransIT-LT1 komplexiert wurden. Poly I:C diente als 

Stimulationskontrolle. Nach 18-24 h wurde ein ELISA zur Messung des IFN-α-Gehalts in 

den Überständen durchgeführt (Abbildung 3.33 A).  

Weder die ASC- noch die NLRP3-Defizienz hatten einen Einfluss auf die verstärkte IFN-

α-Sekretion der mDCs nach Stimulation mit genomischer DNA aus UV-bestrahlten Zellen 

(2 µg/ml). Die IFN-α-Induktion in ASC ko- sowie NLRP3 ko-mDCs unterschied sich 

generell kaum von der in Wildtyp-mDCs. In den ASC ko-mDCs war lediglich ein etwas 

niedrigerer IFN-α-Spiegel nach poly I:C-Stimulation festzustellen. 

 

 
 
Abbildung 3.33: Unabhängig vom Inflammasom erhöhte IFN-α-Sekretion in murinen mDCs nach 

Stimulation mit UV-modifizierten Nukleinsäuren. 

mDCs wurden aus den Knochenmarkszellen von Wildtyp-, NLRP3-defizienten sowie ASC-defizienten Mäusen 

unter Zugabe von GM-CSF generiert. Genomische DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen 

wurde isoliert und mDCs mit je 400 ng stimuliert. Als Kontrolle wurde poly I:C verwendet (A). mDCs wurden 

außerdem mit poly I:C und 3-P-RNA, die mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 50 und 250 mJ/cm2 bestrahlt 

worden waren, stimuliert (B). Nach 18-24 h wurden die Überstände abgenommen und mittels ELISA auf IFN-α 

untersucht. Der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von drei unabhängigen 

Experimenten ist dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student’s t-Test 

bestimmt (*=p≤0,05). 

 

 

 



3 Ergebnisse 

 139 

Des Weiteren wurden die zytosolischen Nukleinsäurerezeptorliganden poly I:C und 3-P-

RNA, die mit UV-C-Licht in Dosen von 0, 10, 50 und 250 mJ/cm2 bestrahlt worden waren, 

in ASC ko- sowie Wildtyp-mDCs transfiziert und deren IFN-α-Antwort 18-24 h später 

analysiert (Abbildung 3.33 B).  

Auch hier war die UV-bedingte Steigerung der IFN-α-Sekretion nach zytosolischer 

Stimulation trotz ASC-Defizienz zu erkennen, obgleich der IFN-α-Spiegel in den ASC ko-

mDCs abermals etwas niedriger war als in den Wildtyp-mDCs. Eine mögliche Erklärung 

hierfür könnte in unterschiedlichen Kulturbedingungen bei der Generierung der mDCs 

liegen.  

Die Ergebnisse sprachen dennoch insgesamt dafür, dass das NLRP3-Inflammasom keine 

Rolle bei der Induktion einer verstärkten Immunantwort durch UV-modifizierte 

Nukleinsäuren spielte. 

 

 

3.19 Screening nach einem den UV-Effekt vermittelnden 

Signalweg deutet auf eine Rolle von p38 und JNK bei 
der DNA-Erkennung hin 

 

Es wurde ein weit gefächertes Screening nach einem den UV-Effekt vermittelnden 

Signalweg durchgeführt. Im Rahmen dessen wurden die Effekte von Inhibitoren 

unterschiedlichster Signalwege vor allem in murinen Wildtyp-mDCs getestet. Tabelle 3.1 

gibt einen Überblick über die verwendeten Inhibitoren, deren jeweiliges Zielprotein und 

den untersuchten Konzentrationsbereich. Bei diesem Screening wurde wie folgt 

vorgegangen: mDCs wurden mit den jeweiligen Inhibitoren in verschiedenen 

Konzentrationen für 1 h vorinkubiert und anschließend mit genomischer DNA aus 

unbestrahlten bzw. UV-C-bestrahten RMA Zellen stimuliert. Als interne Kontrolle wurden 

die mDCs zusätzlich mit poly I:C stimuliert. Der verwendete Transfektionsansatz setzte 

sich stets aus 200 ng Nukleinsäure plus TransIT-LT1 zusammen. Nach 18-24 h wurden 

die Überstände abgenommen und mittels ELISA auf IFN-α untersucht. Des Weiteren 

wurde die Viabilität der mDCs mit CellTiter-Blue bestimmt. Es wurde nach einer gezielten 

Inhibition der amplifizierten IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte DNA gesucht. 
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Inhibitor von Substanz Konzentrationsbereich 

ATM KU-55933 0,01-1 µM 

Cdk2 Inhibitor (p21) Cdk2 Inhibitor II 15-240 nM 

DNA-PK NU7026 2,5-40 µM 

JAK3 Janex-1 6,25-100 µM 

JNK SP600125 2,5-40 µM 

MAPK (ERK) UO126 2,5-40 µM 

NFAT Cyclosporin A 0,25-4 µg/ml 

NF-kB BAY11-7082 2,5-40 µM 

p38 SB202190 2,5-40 µM 

PARP-1 IQD 0,1-1 µM 

PI3K Ly294002 

3-Methyladenin 

Wortmannin 

2,5-40 µM 

37,5-600 nM 

37,5-600 nM 

PKC Gö6850 0,25-4 µM 

Stat5 STAT5 6,25-100 µM 

Syk Piceatannol 2,5-40 µM 

Vav 6-Thio-GTP 2,5-40 µM 

 
Tabelle 3.1: Getestete Inhibitoren, deren Zielproteine und der untersuchte Konzentrationsbereich. 

 

Das Screening umfasste eine Vielzahl von Inhibitoren, deren Zielproteine eine essentielle 

Rolle bei der Signaltransduktion, -regulation oder transkriptionellen Aktivierung 

innehaben. Dazu zählten der Inhibitor der regulatorisch wirkenden Proteinkinase C (PKC), 

der Tyrosinkinase Syk („spleen tyrosine kinase“), die in der Weiterleitung von Signalen 

von Zelloberflächenrezeptoren involviert ist, der Vav-Proteine, die als GTP-

Austauschfaktoren für Rho GTPasen wirken, sowie der JAK3, welche die Tyrosinaktivität 

am aktivierten Zytokinrezeptor bereitstellt, phosphoryliert und STATs aktiviert.  

Wie in Abbildung 3.34 veranschaulicht, äußerte sich die Vorbehandlung der mDCs mit 

den Inhibitoren gegen PKC, Syk und JAK3 grundsätzlich in einem mehr oder weniger 

starken Rückgang der Zellviabilität bei steigenden Inhibitorkonzentrationen (Abbildung 

3.34 A, C, E). Dadurch bedingt war eine generelle Reduktion der IFN-α-Sekretion nach 

Stimulation mit genomischer DNA sowie poly I:C zu verzeichnen (Abbildung 3.34 B, D, F). 

Der Vav-Inhibitor 6-Thio-GTP hatte in den getesteten Konditionen weder einen Effekt auf 

die Viabilität der mDCs noch auf deren IFN-α-Produktion (Daten nicht aufgeführt). Das 

Gleiche galt für den Inhibitor des Cdk2-Inhibitors („cyclin-dependent kinase 2 inhibitor“, 

p21), der für die Kontrolle des Zellzyklus zuständig ist (Daten nicht aufgeführt). 
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Abbildung 3.34: Die Behandlung von murinen mDCs mit PKC-, Syk- und JAK3-Inhibitoren führt 

generell zu Zellsterben und reduzierter IFN-α-Sekretion. 

Murine Wildtyp-mDCs wurden mit dem PKC-Inhibitor Gö6850 (A, B), dem Syk-Inhibitor Piceatannol (C, D) 

sowie dem JAK3-Inhibitor Janex-1 (E, F) in den angegebenen Konzentrationen behandelt und nach 1 h mit je 

200 ng genomischer DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen bzw. als Kontrolle mit poly I:C 

stimuliert. 18-24 h nach der Stimulation wurde die Zellviabilität mit dem CellTiter-Blue-Test (A, C, E) und die 

IFN-α-Sekretion in den Überständen mittels ELISA (B, D, F) bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM 

(n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen Experimenten. 
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Neben den Stats, darunter Stat5, wirken auch NFAT („nuclear factor of activated T cells“) 

und NF-κB als Transkriptionsfaktoren. Die Inhibition von Stat5, NFAT bzw. NF-κB mittels 

STAT5-Inhibitor, Cyclosporin A bzw. BAY11-7082 führten in unterschiedlicher Intensität 

zu dosisabhängigem Zellsterben (Abbildung 3.35 A, C, E), was mit einer deutlichen 

Abnahme der IFN-α-Produktion durch die mDCs einherging (Abbildung 3.35 B, D, E). 

Eine spezifische Unterdrückung des UV-Effekts war auch hier nicht zu beobachten. 

Des Weiteren wurden die Effekte von Inhibitoren des lysosomalen 

Degradationsmechanismus Autophagie untersucht. Autophagie ist essentiell für das 

Überleben, die Differenzierung, die Entwicklung und vor allem die Homoöstase von 

Zellen. Dabei bilden sich intrazelluläre doppelmembranäre Vesikel, so genannte 

Autophagosomen, die zytoplasmatisches Material einschließen. Dem folgt die Fusion mit 

einem Lysosom zur Bildung des Autolysosoms, in dem das eingeschlossene Material 

sowie die innere Membran degradiert werden. Neben TOR gilt die PI3K hVPS34 mit ihren 

Interaktionspartnern als Schlüsselregulator der Autophagie (Lum et al., 2005).  

Der PI3K-Inhibitor Ly294002 induzierte mit steigender Konzentration Zellsterben 

(Abbildung 3.36 A). Mit dem Rückgang der Zellviabilität korrelierte die gleichmäßige 

Reduktion des IFN-α-Spiegels nach Stimulation mit genomischer DNA sowie poly I:C 

(Abbildung 3.36 B). Die ebenfalls Autophagie unterbindenden Substanzen 3-Methyladenin 

und Wortmannin hatten die gleichen Effekte (Daten nicht aufgeführt). Das hieß, dass auch 

Autophagie keine Rolle bei der Erkennung und Vermittlung UV-modifizierter 

Nukleinsäuren spielte. 
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Abbildung 3.35: Die Inhibition der Transkriptionsfaktoren Stat5, NFAT und NF-κB in murinen mDCs 

bedingt eine allgemeine Reduktion der Zellviabilität sowie der IFN-α-Sekretion. 

Murine Wildtyp-mDCs wurden für 1 h mit dem STAT5-Inhibitor (A, B), dem NFAT-Inhibitor Cyclosporin A (C, 

D) sowie dem NF-κB-Inhibitor BAY11-7082 (E, F) in den angegebenen Konzentrationen vorinkubiert. Dann 

wurden die mDCs mit je 200 ng genomischer DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen bzw. 

als Kontrolle poly I:C stimuliert und für weitere 18-24 h inkubiert. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter-

Blue-Test (A, C, E) und das IFN-α in den Überständen mit ELISA (B, D, F) detektiert. Gezeigt ist der 

Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen Experimenten. 
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Abbildung 3.36: Die Inhibition der PI3K induziert eine mit dem Zellsterben korrelierende Abnahme der 
IFN-α-Sekretion in murinen mDCs. 

Nach einer einstündigen Vorbehandlung mit dem PI3K-Inhibitor Ly294002 in den angegebenen 

Konzentrationen wurden murine Wildtyp-mDCs mit je 200 ng genomischer DNA aus unbestrahlten sowie UV-

C-bestrahlten RMA Zellen bzw. als Kontrolle mit poly I:C stimuliert. 18-24 h später wurde die Zellviabilität mit 

dem CellTiter-Blue-Test (A) und das IFN-α in den Überständen mit ELISA (B) gemessen. Der Mittelwert ± 

SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen Experimenten ist gezeigt. 

 

Darüber hinaus umfasste das Screening Inhibitoren von Zielproteinen, die an der 

Erkennung und Reparatur von DNA-Schäden beteiligt sind, wie die Proteinkinase ATM, 

die durch Bindung an freie DNA-Enden infolge von DNA-DSBs sowie andere DNA-

Reparaturproteine aktiviert wird (O'Connor et al., 2007). Über direkte Phosphorylierung 

oder indirekt über MAPKs kann sie unter anderem die Aktivität des 

Tumorsuppressorproteins p53 regulieren und Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur oder 

Apoptose induzieren (Abraham, 2001; Kurz and Lees-Miller, 2004). Die mit ATM 

interagierende DNA-PK ist im Rahmen des NHEJ direkt an der Reparatur von DNA-DSBs 

beteiligt (Abraham, 2004; Smith and Jackson, 1999; Smith and Jackson, 2003), während 

PARP-1 in die Reparatur von SSBs involviert ist und die BER reguliert (O'Connor et al., 

2007). 

Es zeigte sich, dass die Behandlung der mDCs mit dem ATM-Inhibitor KU-55933 sowie 

mit dem DNA-PK-Inhibitor NU-7026 eine Reduktion der IFN-α-Sekretion sowohl nach 

Stimulation mit genomischer DNA aus UV-bestrahlten Zellen als auch nach poly I:C 

Stimulation bewirkte (Abbildung 3.37 B und D). Die Ursache hierfür lag in der sinkenden 

Anzahl metabolisch aktiver mDCs (Abbildung 3.37 A und C). Der PARP-1-Inhibitor hatte 

hingegen in den untersuchten Konzentrationen weder einen Einfluss auf die Zellviabilität 

noch auf die IFN-α-Induktion (Daten nicht aufgeführt). 
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Abbildung 3.37: Die DNA-Reparaturenzyme ATM und DNA-PK sind in murinen mDCs nicht an der IFN-

α-Induktion durch UV-modifizierte Nukleinsäuren beteiligt.  

Murine Wildtyp-mDCs wurden mit dem ATM-Inhibitor KU-55933 (A, B) sowie dem DNA-PK-Inhibitor NU-7026 

(C, D) in den angegebenen Konzentrationen behandelt und nach 1 h mit je 200 ng genomischer DNA aus 

unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen bzw. als Kontrolle mit poly I:C stimuliert. Nach 18-24 h wurde 

ein CellTiter-Blue Test durchgeführt (A, C) und die IFN-α-Sekretion in den Überständen mit ELISA gemessen 

(B, D). Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses von zwei unabhängigen 

Experimenten. 
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Des Weiteren wurden die Effekte der Inhibitoren der MAPKs ERK, p38 und JNK auf die 

amplifizierte IFN-α-Induktin durch UV-modifizierte genomische DNA untersucht. Die 

MAPKs werden normalerweise durch verschiedene Stresssignale wie Zytokine, 

Hitzeschock, Strahlung oder osmotischen Schock über die MAPK-Signalkaskade aktiviert 

und haben unter anderem Bedeutung für Zelldifferenzierung, Zellwachstum und 

Apoptose.  

UO126, der Inhibitor von ERK, induzierte dosisabhängig Zellsterben in den mDCs, was 

mit einer prinzipiell reduzierten IFN-α-Sekretion einherging (Abbildung 3.38 A und B).  

Die Behandlung der mDCs mit dem p38-Inhibitor SB202190 löste hingegen keinen Zelltod 

aus (Abbildung 3.38 C). Interessanterweise war dennoch eine Reduktion der IFN-α-

Sekretion nach Stimulation mit genomischer DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen sowie 

nach Stimulation mit poly I:C zu beobachten (Abbildung 3.38 D), wobei auffiel, dass 

bereits sehr geringe Inhibitorkonzentrationen die IFN-α-Antwort auf UV-modifizierte 

genomische DNA deutlich abschwächten, während die IFN-α-Antwort auf poly I:C erst bei 

höheren Konzentrationen langsam abnahm.  

Auch nach Behandlung der mDCs mit dem JNK-Inhibitor SP600125, der erst bei höheren 

Dosen zu einer Abnahme ihrer Viabilität führte (Abbildung 3.38 E), war schon bei geringen 

Dosen eine drastisch reduzierte IFN-α-Sekretion in den mDC-Überständen nach 

Stimulation mit UV-modifizierter genomischer DNA festzustellen (Abbildung 3.38 F). Die 

IFN-α-Antwort auf poly I:C wurde hingegen erst bei höheren Inhibitordosen beeinträchtigt, 

was wiederum auch auf das vermehrte Zellsterben zurückgeführt werden konnte.  

Dies deutete auf eine essentielle Rolle von p38 und JNK bei der Immunerkennung bzw. 

Signaltransduktion von UV-modifizierter genomischer DNA im Zytosol muriner mDCs hin. 

Die beiden MAPKs konnten folglich als synergistisch wirkende Signalmoleküle in Frage 

kommen, welche die IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte Nukleinsäuren amplifizieren. 
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Abbildung 3.38: Die Inhibition der MAPKs p38 und JNK führt zu einer Reduktion der IFN-α-Antwort auf 

UV-modifizierte genomische DNA in murinen mDCs. 

Murine Wildtyp-mDCs wurden mit dem ERK-Inhibitor UO126 (A, B), dem p38-Inhibitor SB202190 (C, D) sowie 

dem JNK-Inhibitor SP600125 (E, F) in den angegebenen Konzentrationen für 1 h vorinkubiert. Anschließend 

wurden je 200 ng genomische DNA aus unbestrahlten sowie UV-C-bestrahlten RMA Zellen bzw. als Kontrolle 

poly I:C in die mDCs transfiziert. 18-24 h danach wurde die Zellviabilität mit CellTiter-Blue (A, C, E) und das 

IFN-α mit ELISA (B, D, F) detektiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen 

Ergebnisses von drei unabhängigen Experimenten. 
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Experimente mit humanen Monozyten zeigten jedoch, dass zumindest im humanen 

System genomische DNA generell die MAPK p38 zur Induktion einer IFN-α-Antwort 

benötigt. Im Rahmen dieser Experimente wurden humane Monozyten aus Blut von 

gesunden Spendern aufgereinigt und, wie zuvor für die murinen mDCs beschrieben, für 1 

h mit dem p38-Inhibitor SB202190 vorinkubiert. Anschließend wurden sie mit je 200 ng 

genomischer DNA aus unbestrahlten und UV-C-bestrahlten RMA Zellen stimuliert. Als 

Stimulationskontrollen dienten poly dAdT sowie 3-P-RNA, wobei der Transfektionsansatz 

durchweg aus 200 ng Nukleinsäure plus Dotap bestand. Mittels ELISA wurden die 

Überstände 18-24 h später auf IFN-α untersucht (Abbildung 3.39).  

Schon in geringen Konzentrationen hemmte SB202190 die IFN-α-Induktion durch 

genomische DNA sowohl aus unbestrahlten als auch UV-bestrahlten RMA Zellen 

vollständig. Die IFN-α-Antworten auf poly dAdT sowie 3-P-RNA nahmen dagegen mit 

steigenden Inhibitorkonzentrationen deutlich langsamer ab. p38 und vermutlich auch JNK 

waren demnach auch in humanen Monozyten an der Signaltransduktion infolge der 

zytosolischen Erkennung UV-modifizierter genomischer DNA beteiligt, vermittelten aber 

anscheinend nicht explizit die UV-bedingte Signalamplifikation . 

 

 
 
Abbildung 3.39: Die Inhibition der MAPK p38 unterdrückt die IFN-α-Induktion durch genomische DNA 

in humanen Monozyten vollständig. 
Humane Monozyten wurden mit dem p38-Inhibitor SB202190 in den angegebenen Konzentrationen für 1 h 

vorbehandelt und anschließend mit je 200 ng genomischer DNA aus unbestrahlten sowie UV-C-bestrahlten 

RMA Zellen bzw. als Kontrolle mit poly dAdT und 3-P-RNA stimuliert. Nach 18-24 h wurde das IFN-α in den 

Überständen mit ELISA gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert ± SEM (n=2) eines repräsentativen Ergebnisses 

von zwei unabhängigen Experimenten. 
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4  Diskussion 
 

4.1  UV-Strahlung induziert dosisabhängig Apoptose und 

  verändert das Zytokinprofil 

 

UV-Strahlen machen zwar nur wenige Prozent der auf der Erde auftreffenden 

Sonnenstrahlung aus, dennoch haben sie starke biologische Wirkungen vor allem auf die 

menschliche Haut. Durch Absorption der Strahlungsenergie können insbesondere 

intrazelluläre Biomoleküle wie Nukleinsäuren oder Proteine geschädigt werden 

(Maverakis et al., 2010). Um ein gestörtes zelluläres Gleichgewicht nach solch 

schädigenden Einflüssen wiederherzustellen, existieren viele verschiedene, evolutionär 

konservierte Mechanismen in der Zelle, wobei apoptotische Abläufe einen großen 

Stellenwert besitzen. Sie dienen der Homöostase der Haut und im Rahmen einer 

zellulären Stressantwort der Beseitigung irreparabler und unerkannter Schädigungen an 

der Erbsubstanz, die andernfalls zu Mutationen und damit zu einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit der Kanzerogenese sowie von Erbgutveränderungen führen würden 

(de Gruijl, 1999). So sterben neben den überaus UV-empfindlichen Langerhans Zellen 

auch die Keratinozyten als so genannte „sunburn cells“ infolge von UV-Exposition der 

Haut durch Apoptose ab und werden dann phagozytiert (Clydesdale et al., 2001; Kerr et 

al., 1972; Nickoloff et al., 2002; Olson and Everett, 1975).  

Da die Apoptose eine wichtige physiologische Bedeutung besitzt, wurde in der 

vorliegenden Arbeit zunächst der Einfluss von UV-Strahlung auf die Viabilität von RMA 

Zellen untersucht. Mit Hilfe zweier Nachweismethoden, dem CellTiter-Blue-Test sowie der 

Annexin-V-Fluos-Färbung, konnte die dosisabhängige Apoptoseinduktion in RMA Zellen 

18 h nach der Exposition gegenüber UV-C-Strahlung belegt werden. Ab einer 

Strahlendosis von 250 mJ/cm2 UV-C-Licht war eine signifikante Reduktion lebender 

Zellen festzustellen. Unter Verwendung der gleichen Strahlendosen konnten auch infolge 

von UV-B-Exposition ähnliche Apoptoseraten nachgewiesen werden. Die langwelligere 

und damit energieärmere UV-A-Strahlung hatte hingegen selbst bei hundertfach höheren 

Strahlendosen nur wenig Einfluss auf die Viabilität der RMA Zellen. Unter den gewählten 

Konditionen induzierte UV-A-Strahlung folglich deutlich weniger irreperable Schäden in 

den Zellen als UV-B- und UV-C-Strahlung, so dass der Apoptoseprozess nicht initiiert 

werden musste. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass eine längere Exposition der RMA 

Zellen gegenüber UV-A-Licht zu höheren Apoptoseraten geführt hätte.  
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In dieser Arbeit konnte außerdem die internukleosomale DNA-Fragmentierung durch 

Endonukleaseaktivität des DFF, die ein wichtiges charakteristisches Ereignis später 

Apoptosestadien ist, infolge von UV-C-Exposition in den RMA Zellen nachgewiesen 

werden. Die hierbei entstehenden DNA-Fragmente umfassen eine definierte Länge von 

etwa 200 bp und deren Vielfache und können nach elektrophoretischer Auftrennung im 

Agarosegel als Leiter sichtbar gemacht werden (Bortner et al., 1995; Wyllie et al., 1980). 

Anhand einer gelelektrophoretischen Analyse der genomischen DNA aus UV-bestrahlten 

RMA Zellen konnte gezeigt werden, dass mit einer Strahlendosis von 250 mJ/cm2 UV-C-

Licht und mehr nach 18 h die Ausbildung einer solchen DNA-Leiter induziert werden 

konnte.  

In einer Vielzahl von Zellen konnte bereits belegt werden, dass UV-Strahlung 

dosisabhängig Apoptose induziert. Dies geschieht über komplexe Prozesse, in denen 

verschiedene molekulare Signalwege involviert sind: über die Induktion der pro-

apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie wie Bax, die Cytochrom c am Mitochondrium 

freisetzen und so die intrinsische Apoptosekaskade in der Zelle stimulieren (Cohen-

Jonathan et al., 1999), über die Generierung von ROS, die mit Lipiden reagieren und so 

intrazelluläre Membranen inklusive der äußeren Mitochondrienmembran derart schädigen, 

das ebenfalls Cytochrom c freigesetzt wird (Batista et al., 2009; Kulms and Schwarz, 

2002; Roos and Kaina, 2006), oder über eine direkte Aktivierung von Todesrezeptoren 

wie FAS und TNFR auf der Zelloberfläche, die den extrinsischen Apoptosesignalweg 

initiieren (Kulms et al., 2002). 

Über welchen Signalweg in den UV-bestrahlten RMA Zellen Apoptose induziert wurde, 

wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht näher untersucht. Frühere Experimente zur 

Caspase-abhängigen Apoptose sowie zum Autophagie vermittelten Zelltod zeigten 

allerdings, dass das Sterben UV-C-bestrahlter RMA Zellen sich weder mit dem PI3K-

Inhibitor 3-Methyladenin noch mit dem Pancaspase-Inhibitor Q-VD-OPh verhindern ließ. 

Die strahleninduzierten Schäden waren zu stark und ein Wirken alternativer Modi konnte 

nicht ausgeschlossen werden.  

Die UV-induzierte Apoptose darf aber nicht nur als Schutzmechanismus betrachtet 

werden, sie stellt gleichzeitig auch eine Möglichkeit dar, nukleäre Antigene freizusetzen, 

die das Potenzial besitzen autoreaktive Immunantworten zu induzieren oder zu 

verschärfen (Lleo et al., 2008; Maverakis et al., 2010). Die Apoptose ist daher nicht 

notwendigerweise ein immunologisch „stiller“ Zelltod. Für Keratinozyten wurde 

beschrieben, dass sie während der ersten 24 h nach Apoptoseinduktion nur wenig 

nukleäres Material freisetzen, sondern zunächst selbst ihren Zellinhalt prozessieren, 

bevor sie von Phagozyten beseitigt werden (van Nieuwenhuijze et al., 2003). Fehler bei 

der zellulären Prozessierung von Autoantigenen (Napirei et al., 2000), eine vermehrte 
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Freisetzung nukleärer Antigene (van Nieuwenhuijze et al., 2003) sowie eine ineffiziente 

Beseitigung apoptotischer Zellen (Botto, 1998) bergen allerdings die Gefahr der 

Autoimmunität. Eine fehlregulierte Apoptose wird folglich einerseits zwar mit der 

Pathogenese von komplexen Erkrankungen wie Krebs (Condeelis and Pollard, 2006; 

Youle and Strasser, 2008), neurodegenerativen (Leuner et al., 2007) und 

kardiovaskulären Erkrankungen (Choudhury et al., 2005; Hahn et al., 2007) in Verbindung 

gebracht, andererseits aber auch mit Autoimmunerkrankungen assoziiert (Allina et al., 

2006; Allina et al., 2008; Clancy et al., 2006; Lleo et al., 2008; Perniok et al., 1998; Ruiz-

Arguelles et al., 2007; Salunga et al., 2007). Beim SLE konnte gezeigt werden, dass 

Autoantigene gebündelt auf der Oberfläche apoptotischer Zellen vorliegen können 

(Casciola-Rosen et al., 1994) und auch in apoptotischen Körperchen vorhanden sind 

(Schiller et al., 2008), während von Cocca und Kollegen die apoptotischen Körperchen 

selbst als B-Zell-Autoantigene beschrieben wurden (Cocca et al., 2004). Neueren 

Publikationen zufolge scheinen apoptotische Zellen auch bei der Antigenpräsentation, in 

der Aktivierung der angeborenen Immunität sowie der Regulierung der Zytokinsekretion 

von Makrophagen eine essentielle Rolle zu spielen (Lucas et al., 2003; Mandron et al., 

2008). Wenn also die geregelte Beseitigung von UV-geschädigten Zellen nicht gelingt, 

birgt dies die Gefahr Autoimmunität auszulösen. 

DNA-geschädigte Keratinozyten gehen infolge von UV-Strahlung nicht nur in Apoptose, 

sondern sekretieren gleichzeitig pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine. Diese 

unterstützen die Migration von Leukozyten, darunter auch T-Zellen in die Haut, die dort 

zur Beseitigung geschädigter Keratinozyten beitragen (Maverakis et al., 2010). 

Neben der Induktion von Apoptose führte die UV-Bestrahlung der in der vorliegenden 

Arbeit verwendeten RMA Zellen auch zu einem veränderten Zytokinprofil. Es konnte eine 

wenn auch geringe IL-6-Sekretion in den Überständen UV-C-bestrahlter RMA Zellen nach 

18 h im ELISA gemessen werden. Diese nahm ebenfalls in Abhängigkeit von der 

Strahlungsdosis zu und erreichte ab einer Dosis von 250 mJ/cm2 UV-C-Licht einen 

signifikanten Wert. Eine Ausschüttung von TNF-α oder IL-1 konnte in den RMA Zellen 

vermutlich zelltypbedingt nicht nachgewiesen werden. Solche Veränderungen des 

Zytokinprofils infolge von UV-Exposition konnten in vielen verschiedenen Zelltypen 

nachgewiesen werden (Bashir et al., 2009; Clydesdale et al., 2001; Duthie et al., 1999; 

Kondo et al., 1993; Kulms et al., 2000), wobei die Regulation dieser Zytokine maßgeblich 

für die UV-Antwort ist.  

Die Sekretion von einer Vielzahl von Entzündungsmediatoren wie IL-1, IL-6, TNF-α und 

VEGF in der UV-exponierten Haut wird über die Aktivierung von NF-κB gesteuert (Bender 

et al., 1998; Maverakis et al., 2010). Wird NF-κB gehemmt, wird die Sekretion dieser 

Moleküle inhibiert (Abeyama et al., 2000). Laut derzeitigem Stand der Forschung scheint 
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es verschiedene Wege zur Aktivierung von NF-κB durch UV-Licht zu geben, die 

möglicherweise vom Zelltyp, Stimulus sowie Art und Dosis der UV-Strahlung abhängen 

(Bender et al., 1998; Lewis and Spandau, 2007; Li and Karin, 1998). Dass DNA-Schäden 

an der UV-induzierten NF-κB-Aktivierung direkt beteiligt sind, ist laut Devary und Kollegen 

unwahrscheinlich (Devary et al., 1993). Walker und Young konnten jedoch zeigen, dass 

die UV-induzierte TNF-α-Produktion mit dem Maß der DNA-Schäden korreliert (Walker 

and Young, 2007). So könnte auch die UV-induzierte IL-6-Produktion in den in dieser 

Arbeit verwendeten RMA Zellen mit einer Zunahme von DNA-Schäden bei steigender 

Strahlendosis in Wechselwirkung stehen, da bei einer Strahlendosis von 250 mJ/cm2 UV-

C-Licht neben einer signifikant verstärkten IL-6-Sekretion auch eine signifikante 

Apoptoserate verzeichnet werden konnte.  

Dem TNF-α, das infolge von UV-Exposition von den Keratinozyten und Mastzellen in der 

Haut ausgeschüttet wird (Kock et al., 1990; Kupper et al., 1987; Oxholm et al., 1988; 

Walsh, 1995), kommt eine wesentliche Bedeutung in UV-induzierten 

Entzündungsreaktionen und Immunantworten zu (Clydesdale et al., 2001; Duthie et al., 

1999). Es induziert eine erhöhte MHC Klasse I-Expression auf Endothelzellen und 

dermalen Fibroblasten (Collins et al., 1986), die Produktion von IL-1β (Dinarello et al., 

1986), eine erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen wie ICAM-1, VCAM-1 und E-

Selectin (Groves et al., 1995), welche die Migration von Neutrophilen und zur 

Antigenpräsentation fähigen Makrophagen in die Haut unterstützen (Baadsgaard et al., 

1987), sowie die Bildung von „sunburn cells“ (Schwarz et al., 1995). Laut Werth und 

Kollegen führt ein Polymorphismus des TNF-α-Promoters zu erhöhter UV-

Photosensitivität z.B. in den Autoimmunerkrankungen SLE und SCLE (Werth et al., 2000). 

Auch UV-induziertes IL-1β kann über eine Fehlregulation von NLR-Proteinen mit 

Autoimmunerkrankungen assoziierbar sein (Jin et al., 2007). Dem IL-6, das in der Abfolge 

der Entzündungskaskade dem TNF-α untergeordnet ist und nachweislich von UV-

bestrahlten RMA Zellen sekretiert wurde, kommt eine Schlüsselrolle gerade in dem 

Übergang von Mechanismen der angeborenen Immunität hin zu Mechanismen der 

erworbenen Immunität innerhalb von Entzündungsprozessen zu (Jones, 2005). Neben 

TNF-α, IL-1 und IL-8 ist IL-6 als entzündungsförderndes Zytokin ebenfalls in der Lage, 

Lymphozyten zu aktivieren und in die Haut zu rekrutieren (Maverakis et al., 2010). Neben 

den bislang genannten UV-induzierten Zytokinen wurde in verschiedenen Zelltypen der 

Epidermis und Dermis auch eine Aufregulation von IL-4, IL-12 und IL-15 infolge von UV-

Exposition beobachtet (Bashir et al., 2009; Clydesdale et al., 2001; Duthie et al., 1999). 
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4.2 UV-bestrahlte, apoptotische Zellen haben eine 

immunsupprimierende Wirkung auf APCs 

 

Die Entfernung apoptotischer Zellen erfolgt über professionelle Phagozyten wie 

Makrophagen und immature DCs (Albert et al., 1998) sowie eine Vielzahl anderer 

Zelltypen z.B. Endothelzellen (Dini et al., 1995), Mesenchymzellen (Wood et al., 2000) 

oder Kardiozyten (Allina et al., 2006). Dabei umfasst die Phagozytose apoptotischer 

Zellen vier Schritte: die Freisetzung von „find me“-Signalen, die Expression von „eat me“-

Signalen und Erkennung der apoptotischen Zellen, die Reorganisation des Zytoskeletts 

und Internalisierung sowie die Degradation (Lleo et al., 2008). Der Aufnahme 

apoptotischer Zellen folgt in der Regel die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine 

(Fadok et al., 1998; Huynh et al., 2002; Voll et al., 1997). Anhand vielzähliger in vitro- und 

auch in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass nach Phagozytose apoptotischer Zellen 

die Sekretion von IL-1β, IL-8, GM-CSF und TNF-α in Makrophagen inhibiert ist, während 

die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine wie TGF-β und IL-10 zunimmt (Byrne and 

Reen, 2002; Fadok et al., 1998; Huynh et al., 2002), wohingegen eine ineffiziente 

Beseitigung apoptotischer Zellen im Rahmen von autoimmunen Prozessen durch die 

Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine gekennzeichnet ist (Gaipl et al., 2007). Auch bei 

chronischer oder schwach Erythem auslösender UV-Exposition dominieren 

normalerweise immunsupprimierende Effekte in der Haut (Maverakis et al., 2010).  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung UV-bestrahlter Zellen auf APCs in vitro 

untersucht. Dies geschah mittels Kokulturen von RMA Zellen mit murinen Wildtyp-mDCs. 

Murine Wildtyp-mDCs sind als in vitro generierte, professionelle APCs in der Lage, 

apoptotische Zellen bzw. apoptotisches Material effizient zu phagozytieren (Albert et al., 

1998; Lauber et al., 2004). Die Aufnahme von UV-C-bestrahlten Zellen durch mDCs 

konnte bereits in früheren in vitro-Experimenten mit Hilfe von PKH26-Färbungen 

nachgewiesen werden. Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analyse des 

Zytokinmusters von Kokulturen UV-bestrahlter RMA Zellen mit mDCs zeigte sich, dass 

RMA Zellen, die mit UV-C-Licht in Dosen von 250 oder 1000 mJ/cm2 bestrahlt worden 

waren, nicht immunogener waren als unbehandelte RMA Zellen. Stattdessen war im 

Vergleich zu diesen eine deutliche Reduktion der IL-6- und der IL-12p40-Sekretion in den 

Überständen nachweisbar. Zudem waren weder IL-12p70 noch IFN-α im ELISA messbar. 

UV-bestrahlte RMA Zellen besaßen demnach erwartungsgemäß eher eine 

immunsupprimierende Wirkung.  

Janssen und Kollegen konnten allerdings zeigen, dass ein durch UV-Strahlung 

ausgelöster Zelltod auch ein starkes TLR-unabhängiges Signal aussenden kann, das zur 
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Induktion von Typ I-IFN sowie zum „Priming“ von T-Zellen führt, die spezifisch für das 

Antigen in den sterbenden Zellen sind (Janssen et al., 2006). Die Zellen, die solches 

durch Zelltod generiertes Material erkennen können, gehören laut Janssen und Kollegen 

zu einer Subpopulation der Flt3-L DCs. Sie sind immature lymphoide B220-PDCA-CD8- 

DCs, die infolge der Stimulation zu maturen lymphoiden B220-PDCA-CD8+ DCs ausreifen. 

Unklar ist allerdings, wodurch und wie in diesen Zellen IFN-α/β induziert wird. Diese 

Beobachtung deutet darauf hin, dass apoptotisches Material UV-bestrahlter Zellen 

möglicherweise Nukleinsäuren und andere nicht weiter definierte Liganden enthalten 

könnte, die IFN-α/β induzieren können (Baccala et al., 2007). Die Kokultivierung von GM-

CSF generierten mDCs mit UV-bestrahlten und daher zu einem Großteil apoptotischen 

RMA Zellen im Rahmen dieser Arbeit konnte dies jedoch nicht nachstellen.  

Zum Vergleich wurde in dieser Arbeit außerdem das Zytokinprofil in Kokulturen nach 

Elektroporation der RMA Zellen mit immunstimulatorischen Nukleinsäuren untersucht. So 

induziert poly I:C, das als synthetisches Surrogat viraler dsRNA gilt, infolge seiner 

Erkennung über TLR3 (Alexopoulou et al., 2001) als auch über MDA-5 Typ I-IFN und 

andere pro-inflammatorische Zytokine. Die poly I:C initiierte Signalkaskade wirkt über das 

mitochondrial-verankerte IPS-1, welches mit FADD interagieren kann, so dass auch hier 

eine direkte Verbindung zu Mechanismen der Apoptoseinduktion besteht (Pichlmair and 

Reis e Sousa, 2007). Darüber hinaus kann die nachgeschaltete Aktivierung von IRF3 pro-

apoptotische und anti-tumorale Effekte vermitteln (Goubau et al., 2009). Bereits im Vorfeld 

dieser Arbeit konnte eine poly I:C-vermittelte Apoptose in RMA Zellen und weiteren 

Zelllinien festgestellt werden. Diese war Caspase abhängig. Des Weiteren konnte anhand 

durchflusszytometrischer Analysen die effiziente Phagozytose dieser Zellen durch murine 

Wildtyp-mDCs nachgewiesen werden sowie eine damit einhergehende hoch regulierte 

Expression von MHC II und weiteren ko-stimulatorischen Molekülen wie CD69 und CD86 

auf der Oberfläche der mDCs. Diese Aktivierung ermöglicht den DCs die Reifung zu 

kompletten APCs, damit diese eine Antigen-spezifische Effektorantwort initiieren können 

(Iwasaki and Medzhitov, 2004; Reis e Sousa, 2004). Die Aufregulation ko-stimulatorischer 

Rezeptoren in Kokultur mit poly I:C behandelten RMA Zellen war sicher auf das IFN-α der 

RMA Zellen zurückzuführen, da IFN-α die Expression ko-stimulatorischer Moleküle 

induzieren kann (Blanco et al., 2001). Die IFN-α-Antwort der RMA Zellen nach 

Elektroporation mit poly I:C war kein spezielles Phänomen dieser Zelllinie sondern 

universell in allen murinen Zelllinien nach Stimulation mit zytosolischen 

Nukleinsäureliganden zu beobachten, wie weiterführende, jedoch in dieser Arbeit nicht 

aufgeführte Experimente zeigten. Es sei angemerkt, dass dies einen wesentlichen 

Unterschied zu humanen Zelllinien darstellte, die infolge von zytosolischer Stimulation 
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IFN-β aber kein IFN-α sekretierten. Wie in dieser Arbeit außerdem veranschaulicht 

werden konnte, besaßen poly I:C elektroporierte RMA Zellen im Gegensatz zu UV-

bestrahlten RMA Zellen anscheinend eine immunaktivierende Wirkung auf die APCs. Sie 

lösten eine gesteigerte IL-6- und IL-12p40-Produktion in den mDCs aus, allerdings kein 

IL-12p70. IL-12p70 besteht aus den zwei Untereinheiten p35 und p40. Die Hauptquelle 

von IL-12 bilden aktivierte mononukleäre Phagozyten und DCs (Trinchieri, 2004). Die p40 

Untereinheiten können Homodimere (IL-12p80) bilden, welche IL-12p70 durch Bindung 

an den IL-12-Rezeptor antagonisieren. So supprimiert IL-12p80 die IFN-γ-Produktion von 

IL-12 aktivierten T-Zellen und schränkt die adaptive Immunantwort ein. IL-12p40 ist 

teilweise homolog zur extrazellulären Domäne des IL-6-Rezeptors und könnte somit 

eventuell IL-6 extrazellulär abfangen und dessen Wirkung hemmen bzw. verringern. Eine 

adaptive Immunantwort würde dann ausbleiben. Frleta und Kollegen untersuchten 

ebenfalls den Einfluss poly I:C beladener apoptotischer Zellen auf die Kreuzpräsentation 

humaner DCs und konnten zeigen, dass poly I:C beladene Zellen nicht vom MHC I-

Komplex präsentiert werden können (Frleta et al., 2009). Eine CD8+ T-Zellantwort konnte 

nicht initiiert werden, wenn poly I:C in den apoptotischen Zellen vorlag. Der immunogene 

Charakter von Nukleinsäure stimulierten Zellen ist also nicht eindeutig geklärt, im Rahmen 

dieser Arbeit wurde dennoch deutlich, dass UV-bestrahlte Zellen gegenüber Nukleinsäure 

stimulierten Zellen eine konträre Wirkung auf das Zytokinmilieu ausüben.  

 

 

4.3 UV-Strahlung induziert immunogene RNA-Spezies in 
apoptotischen Zellen 

 

Bei der Untersuchung, inwiefern Nukleinsäuren stimulierter oder UV-bestrahlter Zellen 

einen immunogenen Charakter besaßen und eine Immunaktivierung bzw. -suppression 

vermittelten, zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit, dass erstaunlicherweise RNA aus UV-

bestrahlten RMA Zellen in der Lage war, IFN-α in murinen Wildtyp-mDCs zu induzieren. 

Diese Beobachtung ließ sich auch mit RNA UV-bestrahlter L929 Zellen machen. Die 

Stimulation von Zellen mit poly I:C und anderen Liganden zytosolischer 

Nukleinsäurerezeptoren erzeugte hingegen keine immunogenen RNA-Spezies. Zudem 

war dieser Effekt nur unter der Verwendung des Transfektionsreagenzes TransIT-LT1 zu 

beobachten. In der Literatur fanden sich keine Angaben zu einem ähnlichen UV-

induzierten Phänomen. Ob diese RNA-Spezies mit anderen Nukleinsäuren oder größeren 

Proteinen vernetzt vorlagen und über welchen Rezeptor sie IFN-α induzierten, wurde hier 
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nicht näher untersucht. Bowie und Fitzgerald beschrieben, dass die Aufnahme von RNA-

beinhaltendem apoptotischem Material durch DCs oder Makrophagen mit einer 

Aktivierung von RIG-I einhergeht, die zur IFN-α-Sekretion führt (Bowie and Fitzgerald, 

2007). RNA-Transkripte im Nucleus und einige RNA-Spezies wie beispielsweise 7SL RNA 

im Zytosol eukaryotischer Zellen verfügen nämlich über Triphosphate an ihrem 5’-Ende, 

die spezifisch von RIG-I detektiert werden können (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 

2006). Weitergehende molekularbiologische Experimente wären nötig, um die 

strukturellen Merkmale der im Rahmen dieser Arbeit isolierten Nukleinsäure genau zu 

entschlüsseln und den immunstimulatorischen Effekt zu erklären. So könnte z.B. ein 

RNase H-Verdau DNA-RNA-Hybride, die durch UV-Strahlung entstehen, als Stimuli 

bestätigen bzw. ausschließen.  

 

 

4.4 UV-Strahlung steigert das immunstimulatorische 

Potenzial genomischer DNA, was sich in einer 
verstärkten Immunantwort muriner und humaner 

myeloider Immunzellen widerspiegelt 

 

Neben der Induktion immunogener RNA-Spezies durch UV-Strahlung konnte in dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass auch die genomische DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen 

das angeborene Immunsystem aktivieren konnte und die Produktion und Sekretion von 

IFN-α und anderen pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-12p40 und IP-10 in 

murinen Wildtyp-mDCs induzierte. Obgleich die Transfektion von genomischer DNA 

generell zu einer Aktivierung der mDCs führte, so war die durch genomische DNA UV-

exponierter RMA Zellen ausgelöste Zytokinantwort um ein Vielfaches stärker. Dies war 

anhand signifikant erhöhter IFN-α-, IL-6-, IL-12p40- und IP-10 Mengen in den 

Überständen der mDCs messbar. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass mit 

steigender Strahlendosis, die zuvor auf die RMA Zellen eingewirkt hatte, das 

immunstimulatorische Potenzial der genomischen DNA und folglich auch die 

Zytokinantwort der mDCs darauf zunahmen. 

Bei der verstärkten Immunerkennung UV-geschädigter Nukleinsäuren handelte es sich 

nicht um einen zelltypspezifischen Effekt von mDCs, sondern dies konnte auch in 129 WT 

Makrophagen sowie in Zellen der murinen Keratinozytenzelllinie SP1 festgestellt werden. 

Dass es sich bei der isolierten und den UV-Effekt vermittelnden Nukleinsäure tatsächlich 

um DNA handelte, konnte durch enzymatische Behandlung mit DNase I bestätigt werden. 
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Im Gegensatz zu UV-bestrahlten RMA Zellen, die in Kokultur mit mDCs kein IFN-α sowie 

weniger IL-6 und IL-12p40 als unbehandelte RMA Zellen induzierten und sich 

immunsuppressiv verhielten, verstärkten UV-bestrahlte zelleigene Nukleinsäuren die 

Immunaktivierung. Dieses Phänomen war bisher noch nicht beschrieben worden. 

Möglicherweise sind für diese Diskrepanz die Beschaffenheit und/oder die Lokalisation 

des phagozytierten Materials UV-bestrahlter Zellen von Bedeutung. Endosomal 

lokalisiertes Material UV-bestrahlter Zellen war nicht immunstimulatorisch, wohingegen 

die Lokalisation von RNA und DNA im Zytosol von murinen Wildtyp-mDCs IFN-α 

induzierte, was gegen eine Beteiligung endosomaler Rezeptoren sprechen würde. 

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien zum immunstimulatorischen Potenzial von 

Vertebraten-DNA. Während bakterielle und virale DNA, die reich an CpG-Motiven sind, 

oder kurze synthetische Oligonukleotide mit CpG-Motiven Zellen des angeborenen 

Immunsystems wie DCs über TLR9 aktivieren (Krieg, 2002; Wagner, 1999), ist 

Vertebraten-DNA laut Literatur unter normalen Umständen auch in hohen 

Konzentrationen unwirksam, obwohl sie ebenfalls nicht-methylierte CpG-Motive beinhaltet 

(Stacey et al., 1993; Wagner, 1999). Das Fehlen immunstimulatorischen Potenzials wurde 

mit CpG-Suppression (Bird, 1993), CpG-Methylierung (Ramsahoye et al., 1996) und/oder 

inhibitorischen Sequenzen (Krieg et al., 1998a; Shirota et al., 2004) erklärt. So ist im 

Vertebraten-Genom beispielsweise das Cytosin in CpG-Motiven zu 70-80 % methyliert 

(Bird, 2002), und es ist bekannt, dass Methylierung zu einer reduzierten 

immunstimulatorischen Wirkung von CpG-haltigen ODNs führt (Krieg, 1995; Krieg et al., 

1995; Sparwasser et al., 1997) bzw. eine Behandlung bakterieller DNA mit CpG-

Methylase diese immunstimulatorisch unwirksam macht (Krieg, 1995; Krieg et al., 1995; 

Stacey et al., 1996). Chen und Kollegen zeigten, dass eine Koinkubation bakterieller DNA 

mit gleicher Menge Vertebraten-DNA zu einer Aufhebung der Wirksamkeit bakterieller 

DNA führt, was auf die Anwesenheit inhibitorischer Sequenzen hinweist (Chen et al., 

2001). Als verantwortlich für diese inhibitorischen Effekte erwiesen sich CpG-Dinukleotide, 

die im Basenkontext eines vorangehenden Cytosins und eines nachfolgenden Guanins 

standen, sowie Phosphorothioat-ODNs mit zwei bis drei Guanin-Substitutionen innerhalb 

des zentralen CpG-Sequenzmotivs (Lenert et al., 2001). Diese neutralisierenden Motive 

wirken als spezifische Antagonisten der stimulatorischen Effekte von wirksamen CpG-

Motiven (Krieg et al., 1998a).  

Auf der anderen Seite ist in der Literatur beschrieben, dass auch eine Inkubation mit 

Vertebraten-DNA unter bestimmten Bedingungen immunstimulatorisch wirksam sein 

kann, wie sich auch in der vorliegenden Arbeit beobachten ließ. Vor allem im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen und dem Zusammenbruch angeborener Toleranz gegenüber 

Selbst-DNA scheint dies in vivo der Fall zu sein. Von Ishii und Kollegen wurde in diesem 



4 Diskussion 

 158 

Zusammenhang beschrieben, dass genomische DNA, die von sterbenden Zellen 

freigesetzt wird, die Reifung von APCs induzieren kann (Ishii et al., 2001). Ferner wurde 

publiziert, dass nach Internalisierung von Chromatin-IgG Immunkomplexen (ICs) über B-

Zell-Rezeptoren oder FcγRIII-Rezeptoren von DCs, Vertebraten-DNA 

immunstimulatorisch aktiv wird, wobei im Fall von DCs sowohl TLR9-abhängige als auch 

TLR9-unabhängige Signalwege daran beteiligt zu sein scheinen (Boule et al., 2004). 

Darüber hinaus konnten Vallin und Kollegen zeigen, dass Seren von SLE-Patienten, die 

ICs aus autologer DNA und anti-DNA-AKs beinhalten, effizient PDCs aktivieren, Typ I-IFN 

zu produzieren (Vallin et al., 1999). Die Frage, ob die Wirksamkeit von Vertebraten-DNA 

auf die wenig enthaltenen CpG-Motive oder auf non-CpG-Sequenzen zurückzuführen ist, 

die unter diesen Bedingungen wirksam werden, wurde von Yasuda und Kollegen durch 

die Beobachtung beantwortet, dass eine verstärkte endosomale Translokation von non-

CpG-ODNs durch Komplexierung an Dotap zu immunstimulatorischen Effekten in murinen 

und humanen PDCs führte (Yasuda et al., 2006; Yasuda et al., 2005b). Die Aktivierung 

von Flt3-L DCs äußerte sich in einer Aufregulation von CD40 und CD69 auf ihrer 

Zelloberfläche sowie in der Produktion von IFN-α und IL-6. Außerdem konnte in Ligand-

Bindungsstudien bei hohen Konzentrationen von non-CpG-ODNs, das heißt bei einem 2-

3,5-fachen Überschuss, die Bindung an den für CpG-vermittelte Immunstimulation 

verantwortlichen Rezeptor TLR9 nachgewiesen werden (Yasuda et al., 2006). Laut 

Yasuda und Kollegen ist Vertebraten-DNA nach Translokation ins Endosom jedoch auch 

in der Lage zusätzlich TLR9-unabhängig murine DCs sowie Makrophagen zu aktivieren 

(Yasuda et al., 2005a; Yasuda et al., 2005b). Studien von Viglianti und Kollegen, die anti-

Hapten/haptenierte DNA-Immunkomplexe verglichen, demonstrierten jedoch, dass DNA-

Fragmente von E. coli dennoch effizientere TLR-Liganden darstellten als DNA-Fragmente 

von Säugetier-DNA (Viglianti et al., 2003). Bestimmte Formen von Vertebraten-DNA oder 

-RNA scheinen also möglicherweise bessere TLR-Liganden zu sein als andere (Busconi 

et al., 2006). Im Gegensatz zu Yasuda und Kollegen, die die Immunantwort von Flt3-L-

Kulturen, also Mischpopulationen aus murinen mDCs sowie PDCs, infolge der 

Transfektion von Vertebraten-DNA komplexiert an Dotap analysierten, untersuchten 

Martin und Elkon die Effekte intrazellulärer Vertebraten-DNA auf immature mDCs, die 

unter Zugabe von GM-CSF generiert wurden. Sie konnten zeigen, dass intrazelluläre 

Vertebraten-DNA nach Transfektion mit FuGene6 mDCs aktiviert, was sich in einer 

Aufregulation von CD40 und CD86 auf ihrer Oberfläche sowie einer TLR9- und MyD88-

unabhängigen Produktion signifikanter Mengen Typ I-IFN äußerte (Martin and Elkon, 

2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezüglich der immunaktivierenden Wirkung 

von genomischer DNA auf murinen mDCs decken sich mit den Beobachtungen von 

Martin und Elkon. Mit den Befunden von Martin und Elkon deckt sich der Nachweis der 
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IFN-α-Induktion nach Stimulation mit genomischer DNA, obgleich die DNA, die aus 

unbehandelten RMA Zellen aufgereinigt worden war, hier relativ wenig IFN-α in den 

mDCs induzierte. Eine Sekretion von IL-6 und IL-12 hatten Martin und Elkon ebenso wie 

Ishii, Zhu und Kollegen jedoch nicht messen können (Ishii et al., 2001; Martin and Elkon, 

2006; Zhu et al., 2003), eine Induktion von IP-10, die ebenfalls in dieser Arbeit detektiert 

werden konnte, hatten sie nicht untersucht. Die Unterschiede in der IFN-α-, IL-6- und IL-

12-Induktion durch unbehandelte, genomische DNA könnten auf die unterschiedlichen 

Transfektionsreagenzien, die Beschaffenheit der genomischen DNA oder die stimulierten 

Zellen zurückzuführen sein.  

Martin und Elkon hatten betont, dass zur IFN-α-Induktion durch dsDNA unbedingt ein 

nicht-physiologisches Transfektionsreagenz wie FuGene6 benötigt wird, um die 

intrazelluläre Aufnahme zu verstärken und Degradationsprozesse zu reduzieren (Diebold 

et al., 2004; Martin and Elkon, 2006). Die IFN-α-Antwort von mDCs auf transfizierte DNA 

auf einem anderen Weg z.B. über apoptotische Körperchen, nekrotische Zelltrümmer oder 

anti-Nukleosom-Immunkomplexe zu induzieren, gelang ihnen nicht. Auch von Decker und 

Kollegen wurde beschrieben, dass Nukleosomen zwar eine MyD88-unabhängige DC-

Maturation sowie die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen 

induzieren können, aber kein Typ I-IFN (Decker et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit 

wurde ebenfalls deutlich, dass genomische DNA aus unbehandelten RMA Zellen ohne 

Komplexierung an TransIT-LT1 nicht in der Lage war, in den mDCs IFN-α zu induzieren. 

Erstaunlicherweise löste jedoch die bloße Zugabe von unkomplexierter genomischer DNA 

aus UV-bestrahlten RMA Zellen in den Überstand eine dosisabhängige IFN-α-Produktion 

in den mDCs aus. Dazu waren allerdings DNA-Konzentrationen über 1 µg nötig und die 

dadurch induzierte IFN-α-Antwort fiel deutlich schwächer aus als nach Transfektion mit 

TransIT-LT1. Dieser Befund könnte auf mehrere Weisen erklärt werden: eine bessere 

intrazelluläre Aufnahme von genomischer DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen 

gegenüber genomischer DNA aus unbehandelten Zellen, verminderte 

Degradationsprozesse aufgrund der durch UV-Strahlung veränderten DNA-

Beschaffenheit oder eine verbesserte Immunerkennung. Über welchen Mechanismus 

unkomplexierte genomische DNA aus UV-bestrahlten Zellen diese geringe Mengen IFN-α 

induzierte, wurde nicht weiter untersucht, geht man jedoch davon aus, dass dies ebenso 

wie im Falle einer Transfektion auf einer verstärkten zytosolischen Immunerkennung 

basiert, könnte man spekulieren, dass ausreichende Mengen UV-modifizierter 

genomischer DNA in vivo ausreichen würden, um myeloide Immunzellen über 

zytosolische Rezeptoren zu aktivieren.  

Dass Vertebraten-DNA auch in humanen Zellen nach verstärkter endosomaler 
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Translokation immunstimulatorisch aktiv wird und in der Lage ist, Typ I-IFN zu induzieren, 

hatten Yasuda und Kollegen für humane PDCs veranschaulicht (Yasuda et al., 2006). In 

der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei gleicher methodischer 

Vorgehensweise genomische DNA komplexiert an Dotap auch in humanen Monozyten 

IFN-α induzierte. Darüber hinaus war in den humanen Monozyten ebenso wie in den 

untersuchten murinen Primärzellen bzw. Zelllinien das UV-Phänomen zu beobachten. 

Genomische DNA aus UV-bestrahlten Zellen besaß ein größeres immunstimulatorisches 

Potenzial als genomische DNA aus unbestrahlten Zellen, was sich in einer verstärkten 

IFN-α-Antwort stimulierter Monozyten widerspiegelte. Dabei war es unerheblich, ob die 

genomische DNA aus murinen RMA Zellen oder humanen A549 Zellen aufgereinigt 

worden war. Ishii und Kollegen, die die Expression von Ifnb, Cxcl10 (IP-10) und Ccl2 (JE 

oder MCP-1) nach Stimulation mit genomischer DNA auf mRNA-Niveau untersuchten, 

beobachteten ebenfalls, dass die genomische DNA aus verschiedenen Spezies eine 

ähnliche stimulatorische Fähigkeit auf murine embryonale Fibroblasten besaß (Ishii et al., 

2006).  

Weil humane Monozyten TLR9 nicht exprimieren, sprach dies trotz Verwendung von 

Dotap ebenfalls eindeutig gegen eine Beteiligung des TLR9 bei der Erkennung un- bzw. 

UV-modifizierter genomischer DNA in myeloiden Zellen, sondern für einen zytosolischen 

Erkennungsmechanismus. Die aus Zellen isolierte genomische DNA beinhaltete also nicht 

nur wie in der Literatur beschrieben Sequenzen, die als „schwache“ Liganden für TLR9 

fungieren (Yasuda et al., 2005b), sondern auch Erkennungsmotive für einen oder 

mehrere zytosolische DNA-Rezeptoren. Weil DNA unter normalen Umständen nicht im 

Zytosol von Zellen vorkommt, müssen diese Motive sicherlich nicht sehr spezifisch sein, 

sondern alleine die Anwesenheit von DNA im Zytosol könnte der Zelle bereits ein Signal 

geben. Den Beobachtungen dieser Arbeit zufolge könnten sich die Erkennungsmotive in 

der genomischen DNA unbestrahlter RMA Zellen jedoch von denen in der genomischen 

DNA UV-bestrahlter RMA Zellen unterscheiden. 
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4.5 UV-modifizierte genomische DNA wird zytosolisch 

erkannt 

 

Anhand verschiedener Experimente konnte eine TLR9-unabhängige, zytosolische 

Immunerkennung UV-modifizierter genomischer DNA belegt werden. So sezernierten 

murine TLR9-defiziente mDCs nach Stimulation mit genomischer DNA aus UV-

bestrahlten RMA Zellen die gleichen IFN-α-Mengen wie Wildtyp-mDCs. Experimente mit 

Chloroquin, das die Ansäuerung von Endosomen und dadurch die Erkennung von 

Nukleinsäuren über endosomale Rezeptoren verhindert (Lee et al., 2003), untermauerten 

diesen Befund, da genomische DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen in murinen Wildtyp-

mDCs IFN-α induzierte, unabhängig davon ob diese mit Chloroquin vorinkubiert worden 

waren oder nicht. Martin und Elkon hatten die TLR-unabhängige Erkennung von 

Vertebraten-DNA im Allgemeinen beobachtet (Martin and Elkon, 2006). Es muss 

angemerkt werden, dass die Vorbehandlung der mDCs mit Chloroquin deren IFN-α-

Antwort auf immunstimulatorische Nukleinsäuren generell abschwächte. Vermutlich hing 

dies mit Einflüssen des Chloroquins auf die Viabilität der mDCs oder die 

Transfektionseffizienz zusammen.  

Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte, allerdings hier nicht gezeigte Experimente mit 

murinen MDA-5- bzw. RIG-I-defizienten mDCs bestätigten, dass auch eine Beteiligung 

der zytosolischen Nukleinsäurerezeptoren MDA-5 und RIG-I bei der Signaltransduktion 

definitiv ausgeschlossen werden konnte, sondern dass genomische DNA UV-bestrahlter 

RMA Zellen über einen zytosolischen DNA-Sensor detektiert werden musste.  

Laut derzeitig publiziertem Kenntnisstand gibt es neben den vielen verschiedenen DNA-

Liganden, die eine Zelle zur Sekretion von IFN-α veranlassen, vermutlich jedoch nicht nur 

einen einzigen Rezeptor, der für die Erkennung von zytosolischer DNA und das dadurch 

induzierte IFN-α zuständig ist. Es wäre durchaus vorstellbar, dass mehrere zytosolische 

Rezeptoren existieren, die unterschiedliche DNA-Muster erkennen und auch in 

verschiedenen Zelltypen exprimiert sein könnten. So wurde 2007 zwar ein DNA-Rezeptor 

namens DAI (ZBP1) identifiziert, der für die IFN-α-Produktion zuständig zu sein schien 

(Takaoka et al., 2007). Es zeigte sich jedoch, dass DAI-defiziente Mäuse nicht den 

erwünschten Phänotyp besaßen und dass die Detektion von poly dAdT nicht von DAI 

abhängig war (Ishii et al., 2008). Inzwischen wurde publiziert, dass AT-reiche DNA (poly 

dAdT) im Zytosol bestimmter Zelltypen z.B. HEK Zellen nach Bindung an RNA-

Polymerase III in 3-P-RNA konvertiert wird und über den RIG-I-Signalweg IFN-α induziert 

(Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009). Ebenfalls 2009 identifizierten Ishikawa und 

Kollegen das Protein STING bzw. MITA als Regulator der IFN-α-Induktion, die durch 
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intrazelluläre DNA-Spezies ohne CpG-Motive z.B. B-Form DNA ausgelöst wird (Ishikawa 

et al., 2009). Ishii und Kollegen, die ebenfalls zeigen konnten, dass B-Form DNA, aber 

nicht Z-Form DNA, murine und humane Stromazellen sowie DCs zur Produktion von Typ 

I-IFN und anderer Chemokine veranlasst, fanden heraus, dass B-Form DNA IRF3 sowie 

den Ifnb Promoter via TBK1 und IKKi aktiviert, wohingegen NF-κB unabhängig davon 

aktiviert wird. In beide Signalwege war das Adaptermolekül IPS-1 involviert, aber nicht 

TLR9 oder die Helikase RIG-I (Ishii et al., 2006). 

Bei der aus RMA Zellen aufgereinigten genomischen DNA handelte es sich um B-Form 

DNA (Watson and Crick, 1953), was die Vermutung nahe legte, dass MITA auch eine 

Rolle in der durch UV-modifizierte genomische DNA initiierten Signalkaskade spielen 

könnte. Im Rahmen von „shRNA-knockdown“-Experimenten wurden daher drei 

verschiedene lentivirale shRNA-Konstrukte hergestellt und in 129 WT Makrophagen 

transduziert, um die Proteinexpression von MITA zu unterbinden. In allen drei 

transduzierten Zelllinien war der „knockdown“ von MITA erfolgreich, was anhand von 

Kontrollstimulationen mit poly dAdT und 3-P-RNA deutlich wurde. Transfiziertes poly 

dAdT, das in 129 WT Makrophagen auch über einen noch nicht identifizierten 

zytosolischen DNA-Sensor detektiert wird, induzierte in diesen drei Zelllinien kaum IFN-α 

wohl aber in den mit Kontrollvektoren transduzierten Zelllinien. Die IFN-α-Antwort auf den 

RIG-I-Liganden wurde hingegen durch den „knockdown“ von MITA nicht beeinflusst. Mit 

Hilfe der drei transduzierten Zelllinien konnte eindeutig belegt werden, dass die 

genomische DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen über zytosolische 

Erkennungsmechanismen unter Beteiligung von MITA IFN-α induzierte. Ein spezifischer 

DNA-Rezeptor konnte bisher allerdings nicht identifiziert werden.  

Zusätzlich zur zytosolischen Erkennung von DNA, die IFN-α in Zellen induziert, wurde 

zeitgleich von vier unabhängigen Gruppen AIM2 als Rezeptor identifiziert, der nach 

zytosolischer DNA-Erkennung das Inflammasom aktiviert (Burckstummer et al., 2009; 

Fernandes-Alnemri et al., 2009; Hornung et al., 2009; Roberts et al., 2009). AIM2 bindet 

demnach dsDNA, bildet zusammen mit ASC ein Caspase 1-aktivierendes Inflammasom 

und induziert so die Spaltung und Sekretion von IL-1β  (Burckstummer et al., 2009; 

Fernandes-Alnemri et al., 2009; Fernandes-Alnemri et al., 2010; Hornung et al., 2009; 

Rathinam et al., 2010; Roberts et al., 2009). Allerdings wird die Typ I-IFN Produktion 

dadurch nicht beeinträchtigt. Folglich hatte weder die Defizienz von ASC noch die von 

NLRP3 in mDCs einen Einfluss auf die IFN-α-Antwort, die durch genomische DNA aus 

unbehandelten bzw. UV-bestrahlten RMA Zellen induziert wurde. Die verstärkte 

Erkennung UV-bestrahlter DNA war sowohl in ASC- als auch in NLRP3-defizienten mDCs 

gleichermaßen zu erkennen wie in Wildtyp-mDCs. Jedoch konnte gezeigt werden, dass 
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auch die genomische DNA aus RMA Zellen nach Transfektion in murine Wildtyp-mDCs 

sowie 129 WT Makrophagen IL-1β induzierte, wobei die genomische DNA aus UV-

bestrahlten RMA Zellen eine stärkere IL-1β-Sekretion auslöste als die genomische DNA 

aus unbestrahlten RMA Zellen.  

2010 wurde IFI16 (Trapani et al., 1992) bzw. sein murines Ortholog p204 von 

Unterholzner und Kollegen als weiterer intrazellulärer DNA-Sensor beschrieben 

(Unterholzner et al., 2010). IFI16 gehört zusammen mit MNDA („myeloid nuclear 

differentiation antigen“) (Burrus et al., 1992; Duhl et al., 1989), IFIX („interferon-inducible 

protein X“) und AIM2 (DeYoung et al., 1997) zu einer Gruppe IFN-induzierbarer Gene, 

deren Genprodukte der HIN-200 („hematopoetic interferon-inducible protein with 200 

amino acid repeat“)-Genfamilie im Menschen bzw. IFI-200-Genfamilie in der Maus 

angehören (Kimkong et al., 2010; Landolfo et al., 1998; Ludlow et al., 2005), wobei IFI-

200 die Mausorthologen p202 (Choubey et al., 1989), p203 (Gribaudo et al., 1997), p204 

(Choubey et al., 1989) und D3 (Tannenbaum et al., 1993) umfasst. Diese HIN-200 

Proteine haben allgemeine strukturelle und biochemische Eigenschaften, darunter eine 

200 Aminosäure umfassende repetitive Sequenz mit allerdings noch unbekannter 

Funktion, die im Fall von IFI16 jedoch ein Motiv zur direkten Bindung an p53 enthält, 

sowie die Fähigkeit dsDNA zu binden (Choubey and Lengyel, 1995; Dawson and Trapani, 

1996; Johnstone and Trapani, 1999; Landolfo et al., 1998). Laut Unterholzner und 

Kollegen bindet IFI16 direkt an IFN-β-induzierende virale DNA-Motive, infolgedessen wird 

MITA rekrutiert und über die Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-κB wird die Produktion 

von IFN-β veranlasst (Unterholzner et al., 2010). Unterholzner und Kollegen konnten 

allerdings nicht zeigen, welche Eigenschaften virale dsDNA zur Interaktion mit IFI16 

besitzen muss und wie IFI16 stimuliert wird, um MITA zu rekrutieren.  

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls mit Hilfe von verschiedenen shRNA-

Konstrukten die Expression von p204 in murinen 129 WT Makrophagen inhibiert, um 

herauszufinden, inwieweit p204 möglicherweise an der Erkennung UV-modifizierter 

genomischer DNA beteiligt war. Allerdings war die IFN-α-Antwort in den transduzierten 

Zelllinien durch den „knockdown“ von p204 nicht beeinträchtigt. Ein unvollständiger 

„knockdown“ konnte bis dato nicht ausgeschlossen werden, da auch die von Unterholzner 

und Kollegen in ihrer Publikation verwendete HSV-Sequenz in den „p204-knockdown“-

Zelllinien gleichermaßen IFN-α induzierte wie in den mit Kontrollvektoren transduzierten 

Zelllinien. Mit Hilfe einer Real-Time-quantitativen-PCR könnte nun geklärt werden, ob die 

für p204 kodierende mRNA durch die shRNA-Konstrukte überhaupt degradiert wurde. 

Auch eine Überprüfung der shRNA im Western Blot wäre möglich. Diese Experimente 

sind aufgrund ihrer bislang unvollständigen Validierung in dieser Arbeit nicht aufgeführt. 
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Eine Beteiligung von p204 bzw. IFI16 an der verstärkten Immunerkennung UV-

modifizierter genomischer DNA wäre grundsätzlich vorstellbar, zumal einige Hinweise 

darauf hindeuten, dass HIN-200-Proteine mit abnormalen Entzündungsreaktionen und 

einem Verlust von Selbsttoleranz gegenüber dsDNA, wie er bei SLE-Patienten beobachtet 

wird, assoziierbar sein könnten, z.B. eine Genkartierung von einem Lupus-Mausmodell 

(Choubey and Panchanathan, 2008; Rozzo et al., 2001), die Aufregulation aller vier Gene 

in Patienten mit SLE (Kimkong et al., 2009), die Rolle von IFI16 als Autoantigen in SLE-

Patienten (Mondini et al., 2007; Seelig et al., 1994), die Fähigkeit von IFI16 im Rahmen 

der DNA-Reparatur ssDNA zu binden (Yan et al., 2008) sowie die Entdeckung von AIM2 

als intrazellulärer DNA-Sensor, der Entzündung und Apoptose induziert (Fernandes-

Alnemri et al., 2009). SLE-Patienten weisen sowohl IFI16-spezifische AKs als auch eine 

erhöhte IFI16-Expression auf (Choubey and Panchanathan, 2008; Kimkong et al., 2009; 

Mondini et al., 2007), wobei sich die Expression von IFI16 interessanterweise nicht nur 

auf Zellen des Immunsystems beschränkt sondern auch Endothelzellen und geschichtete 

Plattenepithelien wie die Haut miteinschließt (Mondini et al., 2007). Zudem ist über IFI16 

und die murinen Ifi202b und Ifi204 bekannt, dass sie vermutlich über Modulation der 

transkriptionellen Aktivierung von p53 den weiteren Verlauf des Zellzyklus unterbinden 

können und dass sie sowohl an der Modulation der Zelldifferenzierung als auch am 

Zellüberleben beteiligt sind (Johnstone et al., 2000). Molekulare Studien an IFI16-

überexprimierenden primären Endothelzellen demonstrierten zudem, dass IFI16 

möglicherweise im Rahmen früher Entzündungsreaktionen bei der Modulation der 

Endothelzellfunktion eine Rolle spielen könnte, z.B. bei der Expression von 

Adhäsionsmolekülen wie ICAM-1 und E-Selectin, der Produktion der Chemokine IL-8 und 

MCP-1 („monocyte chemotactic protein 1“), dem Zellwachstum und der Apoptose 

(Mondini et al., 2007). Darüber hinaus publizierten Mondini und Kollegen, dass die 

Expression der HIN-200-Gene bzw. von IFI16 durch pro-inflammatorische Zytokine wie 

IFN-α, -β und -γ, IL-1β und TNF-α induziert werden kann, aber auch durch andere 

Agenzien (Mondini et al., 2007). So konnte IFI16 in HL-60 Zellen beispielsweise durch 

Dimethylsulfooxid, Retinsäure sowie 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 induziert werden 

(Dawson and Trapani, 1995), in HUVECs („human umbilical vein endothelial cells“) durch 

oxidativen Stress (Gugliesi et al., 2005). Mondini und Kollegen zeigten, dass H2O2 eine 

schnelle Akkumulation von IFI16 bewirkte, IFI16 also möglicherweise in die Antwort von 

Endothelzellen auf oxidativen Stress involviert ist. Die Regulation der IFI16-Akkumulation 

durch H2O2 schien das Ergebnis der Redoxaktivität von IFI16 zu sein, da auch andere 

Agenzien, die intrazellular ROS generieren, eine Zunahme von IFI16 induzierten (Mondini 

et al., 2007). Demnach gilt dies vermutlich auch für UV-Exposition. Diese Befunde 

zusammen mit der Beobachtung, dass IFI16 die Expression pro-inflammatorischer 
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Moleküle triggert, legen nahe, dass IFI16 eine essentielle Bedeutung gerade bei den 

initialen Schritten von Entzündungsreaktionen z.B. im SLE zukommen könnte.  

 

 

4.6 Eine direkte Bestrahlung von genomischer DNA und 
anderen Liganden zytosolischer Nukleinsäure-

Rezeptoren führt zu einer verstärkten 
Immunerkennung in vitro und in vivo 

 

Ein wesentlicher Anteil der vorliegenden Arbeit bestand darin herauszufinden, warum 

genomische aus UV-bestrahlten Zellen eine stärkere Immunantwort hervorrief als 

genomische DNA aus unbestrahlten Zellen. Eine mögliche Erklärung hierfür hätten 

Veränderungen an der DNA sein können, die durch die UV-Strahlung initiierten 

apoptotische Prozesse innerhalb der Zelle induziert werden. So wird in der Literatur 

vielfach neben der Fehlregulation der Apoptose (Gaipl et al., 2006; Kalden, 1997; Ma et 

al., 2005) speziell die Immunigität von DNA aus apoptotischen Zellen in Zusammenhang 

mit der Pathogenese von SLE gebracht (Nagata, 2005; Okabe et al., 2005). Sano und 

Kollegen beobachteten, dass DNA, die aus serologischen DNA-anti-DNA-

Autoantikörperkomplexen von SLE-Patienten aufgereinigt wurde, eine Länge umfasste, 

die in etwa der durch Apoptose gespaltenen Chromatins entsprach (Sano et al., 1989). 

Laut Kawane und Kollgen deutet die Produktion von IFN-β in DNase II-defizienten 

Mäusen darauf hin, dass endogene DNA, die der apoptotischen DNA-Fragmentierung 

entgeht, das Immunsystem aktivieren kann (Kawane et al., 2003). Ob einzelne DNA-

Fragmente, die infolge UV-induzierter Apoptose in den RMA Zellen entstehen, 

immunstimulatorisch aktiv sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht eindeutig 

geklärt werden. Während die genomische DNA aus UV-bestrahlten RMA Zellen nach 

Transfektion in murine Wildtyp-mDCs IFN-α induzierte, gelang es nicht eine 

immunstimulatorische Wirkung einzelner DNA-Fragmente von 200 bp Länge oder deren 

Vielfache nach Gelextraktion nachzuweisen.  

Bezüglich der Immunogenität apoptotischer DNA publizierten Wen und Kollegen, dass 

apoptotische DNA, die aus UV-bestrahlten Milzzellen aufgereinigt worden war, nach 

subkutaner Injektion eine SLE-ähnliche Autoimmunerkrankung in Mäusen induzierte, die 

DNA unbehandelter oder nekrotischer Milzzellen hingegen nicht (Wen et al., 2007). Diese 

war gekennzeichnet durch die Induktion von anti-dsDNA AKs, Glomerulonephritis sowie 

Proteinuria. Sie zeigten, dass die Hypomethylierung apoptotischer DNA die 
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Immunogenität mitbeeinflusste. Dass SLE-ähnliche Autoimmunität durch hypomethylierte 

CpG-Motive induziert werden kann und solche Motive auch im Serum von SLE-Patienten 

nachzuweisen sind, wurde bereits von Nakao (Nakao, 2001) sowie Gilkeson und Kollegen 

beschrieben (Gilkeson et al., 1993). Darüber hinaus wurde publiziert, dass SLE-

Lymphozyten, vor allem T-Zellen, Hypomethylierung aufweisen sowie eine reduzierte 

Expression der DNA-Methyltransferase 1-mRNA (Deng et al., 2001; Richardson et al., 

1990; Richardson et al., 1992), und dass eine Behandlung mit demethylierenden 

Agenzien wie 5-Azacytidin, Procainamid und Hydralazin SLE-ähnliche Autoimmunität 

induzieren kann (Le Goff and Saraux, 1999; Richardson, 1986; Yung et al., 1995). Unklar 

ist in diesem Zusammenhang allerdings, inwieweit neben der TLR-vermittelten auch die 

zytosolische Erkennung apoptotischer DNA eine Rolle bei der Manifestation des SLE 

spielt. Ein Indiz dafür ist sicherlich, dass TLR9-/- Fas-defiziente Mäuse eine systemische 

Autoimmunerkrankung entwickeln, obgleich sie keine anti-dsDNA AKs bilden können 

(Christensen et al., 2005; Wu and Peng, 2006). 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass genomische DNA, die aus 

unbehandelten RMA Zellen aufgereinigt wurde, auch durch direkte UV-Exposition in ihren 

immunstimulatorischen Eigenschaften verstärkt werden konnte. Durch Transfektion UV-

bestrahlter genomischer DNA konnte signifikant mehr IFN-α in murinen Wildtyp-mDCs 

sowie humanen Monozyten induziert werden als durch Transfektion unbestrahlter 

genomischer DNA. Dies bedeutete, dass die UV-Strahlung selbst Modifikationen an der 

DNA induzierte, die unabhängig vom Stoffwechsel einer Zelle und daran beteiligter 

Proteine gebildet wurden. Aufgrund dieses Befundes konnte außerdem ausgeschlossen 

werden, dass die UV-induzierte Apoptose in den RMA Zellen ursächlich für die Steigerung 

der immunstimulatorischen Aktivität zellulärer Nukleinsäuren war. Stattdessen war die 

Apoptose vielmehr als Folge von einer Vielzahl von Schädigungen insbesondere an 

Proteinen und Nukleinsäuren anzusehen, die durch UV-Bestrahlung induziert wurden. Auf 

diese Weise ist möglicherweise auch zu erklären, warum die UV-Exposition von Zellen 

immunogene RNA-Spezies erzeugte, die Stimulation von Zellen mit Liganden 

zytosolischer Nukleinsäurerezeptoren hingegen nicht, obwohl sie ebenfalls Apoptose 

induzierten. 

Neben genomischer DNA ließen sich, wie die vorliegende Arbeit zeigte, auch andere 

Liganden zytosolischer Nukleinsäurerezeptoren durch direkte UV-Bestrahlung in ihren 

immunstimulatorischen Fähigkeiten verstärken. So induzierten poly I:C und 3-P-RNA, die 

über die zytosolischen Helikasen MDA-5 bzw. RIG-I detektiert werden, in murinen 

Wildtyp-mDCs infolge von UV-Exposition deutlich mehr IFN-α, IL-6 und IL-12p40. Dabei 

war der zytosolische Rezeptor für die Erkennung seines Liganden auch im UV-bestrahlten 

Zustand essentiell, was anhand von murinen MDA-5- bzw. RIG-I-defizienten mDCs belegt 
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werden konnte. Eine verstärkte IFN-α-Sekretion nach Stimulation mit UV-bestrahlten 

zytosolischen Liganden konnte zudem in humanen Monozyten, MoDCs sowie BDCA-1+ 

DCs beobachtet werden. Ob Liganden von TLRs ebenfalls durch UV-Exposition in ihrer 

Aktivität gesteigert werden können, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, obgleich es 

interessant zu sehen gewesen wäre, ob das UV-Phänomen an eine zytosolische 

Nukleinsäureerkennung geknüpft war. In der Literatur waren zu dieser Wirkung des UV-

Lichts keine Angaben zu finden.  

Im Rahmen von Mausexperimenten konnte in dieser Arbeit zudem gezeigt werden, dass 

die UV-induzierte Verstärkung des immunstimulatorischen Potenzials von DNA auch in 

vivo nachzuvollziehen war. So war in den Seren von Wildtyp-Mäusen nach i.v. Injektion 

UV-bestrahlter genomischer DNA signifikant mehr IFN-α nachweisbar als nach Gabe 

unmodifizierter genomischer DNA. Auch an einem synthetischen DNA-Oligonukleotid 

konnte der UV-Effekt in vivo nachvollzogen werden. Dieser Befund unterstützte die 

Hypothese, dass die UV-induzierte Verstärkung der Immunstimulation bei 

Immunreaktionen in der Haut von großer Bedeutung sein könnte.  

Die in vivo-Relevanz dieses UV-Effektes wurde außerdem durch die Beobachtung 

bekräftigt, dass nicht nur eine direkte Bestrahlung von genomischer DNA mit UV-C-Licht 

eine signifikante Steigerung ihres immunstimulatorischen Potenzials bewirkte, sondern 

auch eine direkte Bestrahlung mit UV-A- bzw. UV-B-Licht dazu führte, dass diese eine 

stärkere IFN-α-Antwort in APCs induzierte. Dabei waren allerdings im Falle der UV-A-

Strahlung hundertfach höhere Strahlendosen nötig. 

 

 

4.7 Durch UV-Strahlung generierte ROS induzieren 
Modifikationen, die das immunstimulatorische 

Potenzial von Nukleinsäuren steigern 

 

Dass durch direkte Absorption der Strahlungsenergie ausgelöste, photochemische 

Reaktionen in den DNA-Basen allein zu einer UV-induzierten Steigerung der 

stimulatorischen Aktivität führten, konnte mit Hilfe von synthetischen DNA-

Oligonukleotiden ausgeschlossen werden. Unabhängig von ihrer 

Basenzusammensetzung und davon, ob sie so genannte „hot spots“ enthielten, wurden 

die DNA-Oligonukleotide infolge der UV-Bestrahlung von einem der beiden DNA-

Einzelstränge immunstimulatorisch aktiver. „Hot spots“ gelten als besonders gefährdet für 

Modifikationen, die im Rahmen des „Photocrosslinkings“ in der DNA induziert werden, da 
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sich zwei Thymin-Moleküle in direkter Nachbarschaft auf einem DNA-Strang befinden 

(Brash and Haseltine, 1982). Es bestand jedoch kein Zusammenhang zwischen dem 

Grad der Aktivitätssteigerung UV-bestrahlter Nukleinsäuren und der Möglichkeit zur 

Bildung von Photoprodukten wie CPDs (Ley and Gali, 1983) oder 6-4-PPs (Rosenstein 

and Mitchell, 1987).  

In der vorliegenden Arbeit konnte veranschaulicht werden, dass anstelle direkter 

physiologischer Schädigungen an den Nukleinsäuren durch ROS induzierte 

Modifikationen das immunstimulatorische Potenzial von Nukleinsäuren verstärken 

konnten. Bei der Generierung von ROS handelt es sich um einen indirekten 

Schädigungsmechanismus der DNA, bei dem die Strahlungsenergie nicht von der DNA 

selbst, sondern zunächst von einem Photosensibilisator-Molekül absorbiert und dann auf 

molekularen Sauerstoff übertragen wird, was wiederum zur Bildung einer Vielzahl 

radikalischer und nichtradikalischer Sauerstoffmoleküle führt (Batista et al., 2009), z.B. 

Superoxidradikalanionen (O2●
-), Wasserstoffperoxid (H2O2), Peroxylradikalen (HO2●

-), 

Hydroxylradikalen (OH●), hypochlorige Säure (HOCl), Ozon (O3), Peroxynitrit (ONOO-) 

und Singulett-Sauerstoff (1O2). Diese ROS verfügen entweder selbst über eine 

oxidierende Wirkung oder werden in reaktive Radikale konvertiert, welche die DNA 

angreifen können. So führen ROS zum einen zu strukturellen Veränderungen in der DNA 

wie Basenpaarmutationen, Rearrangements, Deletionen, Insertionen und 

Sequenzamplifikationen (Wiseman and Halliwell, 1996), zum anderen haben sie auch 

Einfluss auf zytoplasmatische und nukleäre Signaltransduktionskaskaden (Burdon et al., 

1995; Schreck et al., 1992) sowie auf die Modulation stressinduzierter Proteine und Gene, 

welche die Regulation von Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose beeinflussen 

(Burdon et al., 1995; Cerutti, 1994; Sarafian and Bredesen, 1994; Schreck et al., 1992). 

Dass der oxidative Status von genomischer DNA deren immunstimulatorische Wirkung 

beeinflusste, wurde im Rahmen dieser Arbeit daran deutlich, dass der beobachtete UV-

Effekt durch eine H2O2-Behandlung imitiert werden konnte. So sekretierten murine 

Wildtyp-mDCs nach Stimulation mit genomischer DNA aus H2O2-behandelten RMA Zellen 

bzw. mit genomischer DNA, die direkt mit H2O2 inkubiert worden war, signifikant mehr 

IFN-α als nach Stimulation mit unmodifizierter genomischer DNA. Dies deckte sich mit 

den Beobachtungen zur Immunogenität von genomischer DNA, die aus UV-bestrahlten 

RMA Zellen aufgereinigt worden war, bzw. von direkt UV-bestrahlter genomischer DNA. 

Von Herrlich und Kollegen wurde bereits beschrieben, dass Fibroblasten, Hepatozyten, 

Lymphozyten und andere Zelltypen in vitro gleichermaßen auf UV-Bestrahlung wie auf 

eine Behandlung mit H2O2 reagieren (Herrlich et al., 2008). Dass die Wirkung von UV-

Strahlung auch hier durch H2O2-Behandlung nachgeahmt werden konnte, lag vermutlich 

daran, dass unter beiden Konditionen Hydroxylradikale entstanden, welche für die 
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wesentlichen Modifikationen an der genomischen DNA verantwortlich waren. H2O2, das 

als ROS infolge von UV-Strahlung generiert wird, kann ebenso wie von außen 

zugegebenes H2O2 aufgrund seiner chemischen Stabilität über große Strecken 

diffundieren und sowohl Zell- als auch Organellenmembranen überwinden (Wiseman and 

Halliwell, 1996). Es kann jedoch nicht direkt mit der DNA reagieren (Dizdaroglu et al., 

1993; Halliwell and Aruoma, 1991), sondern seine Hauptreaktivität geht auf die Bildung 

von sehr kurzlebigen und deshalb sehr reaktiven Hydroxylradikalen (OH●) zurück 

(Halliwell and Aruoma, 1991). Diese entstehen unter anderem katalysiert durch Fe2+ oder 

Cu+ durch die so genannte Fenton-Reaktion bzw. Haber-Weiss-Reaktion (Gutteridge et 

al., 1998; Imlay et al., 1988; Nascimento and Meneghini, 1995; Picardo et al., 1985; 

Trenam et al., 1992). ROS entstehen im menschlichen Körper nicht nur infolge exogener 

Ursachen wie UV-Strahlung oder chemischer Agenzien wie H2O2 sondern auch im 

normalen aeroben Zellstoffwechsel durch Enzyme, z.B. in den Elektronentransportketten 

in den Mitochondrien und im endoplasmatischen Retikulum (Ambrosio et al., 1993; Guidot 

et al., 1993), sowie durch die katalytische Wirkung der Transitionsmetalle Eisen und 

Kupfer auf Sauerstoff (Halliwell, 1994). Ebenso bilden ROS einen essentiellen Teil der 

Immunabwehr, dennoch gilt die freie Zirkulation von ROS mit Zugang zu den Organen 

und Geweben auch als ursächlich für die Entstehung von zahlreichen Erkrankungen wie 

z.B. Krebs (Ames, 1989; Cerutti, 1994; Feig et al., 1994; Ohshima and Bartsch, 1994; 

Routledge et al., 1994; Totter, 1980), was vor allem auf Angriffe der ROS an Nukeobasen 

zurückzuführen ist, die zu mutagenen Basenläsionen führen können. 

 

 

4.8 Die oxidative Basenmodifikation 8-OH-dG/8-OH-G in 

Nukleinsäuren ist für eine verstärkte Immunerkennung 

hinreichend 

 

Das häufigste und am besten untersuchte Produkt, das unter dem Einfluss von ROS wie 

den Hydroxylradikalen entsteht, ist die oxidative Guaninmodifikation 8-OH-dG (Floyd et 

al., 1988; Kasai, 1997). Ihr Anteil an der Gesamtheit der auftretenden oxidativen 

Basenmodifikationen wird auf ca. 5 % geschätzt (Beckman and Ames, 1997; Dizdaroglu, 

1992). Die 8-OH-dG-Modifikation wird deshalb als Marker für die Messung der oxidativen 

Schädigung von DNA verwendet. 

Durch einen kompetitiven 8-OH-dG-ELISA nach enzymatischer Hydrolyse der DNA 

konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass in der genomischen DNA 
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von RMA Zellen durch Bestrahlung mit UV-C-Licht in Dosen von 250 und 1000 mJ/cm2 

die Bildung von 8-OH-dG induziert werden konnte bzw. dass die genomische DNA UV-

exponierter RMA Zellen mehr 8-OH-dG enthielt als die unbehandelter RMA Zellen. 8-OH-

dG kam damit als potentielle Basenmodifikation zur Steigerung des 

immunstimulatorischen Potenzials UV-geschädigter Nukleinsäuren in Frage.  

Der Nachweis von 8-OH-dG in der genomischen DNA UV-exponierter RMA Zellen wies 

zudem darauf hin, dass die in der Zelle vorhandenen Reparatursysteme nicht ausreichten, 

um diese infolge der UV-Strahlung ausgelösten DNA-Läsionen vollständig zu reparieren. 

Solche Schäden werden normalerweise im Rahmen der BER aus der DNA entfernt, 

indem zunächst eine Glykosylase eine apurine Stelle in der DNA durch Ausschneiden der 

Base erzeugt, diese anschließend durch eine Endonuklease entfernt und die entstehende 

Lücke durch die DNA-Polymerase geschlossen wird. Die Formamidopyrimidinglykosylase  

(FGP-Protein) aus E. coli besitzt sowohl eine Glykosylase- als auch eine 

Endonukleaseaktivität für die Reparatur von 8-OH-dG-Läsionen (Boiteux et al., 1992; 

Tchou and Grollman, 1993). Im Menschen sind Enzyme mit vergleichbarer Funktion 

nachgewiesen. Das humane Analog des Enzyms Oxoguaninglykosylase-1 (hOGG-1) 

entfernt mit Cytosin gepaartes 8-Oxoguanin (Aburatani et al., 1997; Arai et al., 1997; Lu et 

al., 1997; Rosenquist et al., 1997). Das Enzym hOGG-2 entfernt hingegen 8-Oxoguanin, 

das während der DNA-Replikation gegenüber Adenin in die DNA inkorporiert wurde 

(Hazra et al., 1998). Während hOGG-1 für die globale Reparatur im nicht-replizierenden 

Genom zuständig ist, ist hOGG-2 vermutlich nur während der DNA-Replikation aktiv 

(Hazra et al., 2001). Bevor hOGG-2 8-OH-dG entfernt, löst das Enzym hMyH jedoch erst 

mit 8-OH-dG fehlgepaartes Adenin oder Guanin heraus (Holmes et al., 1990; McGoldrick 

et al., 1995; Zhang et al., 1998). Überdies ist für die Reparatur oxidativer Modifikationen 

die NER als Zusatz- bzw. Reservesystem bekannt (Dianov et al., 1998; Huang et al., 

1994). Obgleich es wegen der fehlenden Spezifität der DNA-Bindungseinheiten 

gegenüber kleinen DNA-Läsionen nur aufgrund unspezifischer Bindungen zur NER dieser 

Läsionen kommt, ist die Beteiligung der NER auch an der Reparatur von 8-OH-dG und 

ihre biologische Bedeutung nicht zu unterschätzen. Reardon und Kollegen konnten 

zeigen, dass die Entfernung von 8-OH-dG aus der DNA durch die NER mit ca. 1,5-facher 

Geschwindigkeit gegenüber der Entfernung von Cyclobutan-Thymindindimeren, einer 

großen DNA-Läsion, die als Referenz verwendet wird, geschieht (Reardon et al., 1997).  

Um zu beweisen, dass das in der genomischen DNA UV-bestrahlter RMA Zellen vermehrt 

nachgewiesene 8-OH-dG eine hinreichende Modifikation war, um das 

immunstimulatorische Potenzial von Nukleinsäuren zu verstärken, wurde 8-OH-dGTP 

bzw. 8-OH-GTP experimentell in DNA und RNA inkorporiert. Dazu wurde eine beliebige 

1,5 kb lange DNA-Sequenz unter Zugabe von unterschiedlichen Mengen an 8-OH-dGTP-
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Nukleotiden per PCR amplifiziert bzw. 3-P-RNA über in vitro-Transkription in Anwesenheit 

von 8-OH-GTP synthetisiert. Der erfolgreiche Einbau dieser Modifikation, der mittels 

ELISA bestätigt werden konnte, führte zu einer signifikanten Steigerung der 

immunstimulatorischen Wirkung der PCR-Produkte sowie der 3-P-RNA. So induzierten 

PCR-Produkte und 3-P-RNA mit inkorporiertem 8-OH-dGTP bzw. 8-OH-GTP signifikant 

mehr IFN-α in murinen Wildtyp-mDCs als im unmodifizierten Zustand. Auffallend war, 

dass bereits ganz geringe Mengen an 8-OH-GTP genügten, um das 

immunstimulatorische Potenzial von 3-P-RNA signifikant zu verstärken, während zu den 

PCR-Ansätzen mehr 8-OH-dGTP zugesetzt werden musste. Eine mögliche Erklärung 

hierfür könnte sein, dass bei den beiden Syntheseverfahren die Guaninmodifikation 

enzymatisch unterschiedlich effizient eingebaut wurde.  

In der Literatur gibt es Hinweise, dass neben der Sequenz und dem Gehalt an 

methylierten Cytosinen auch oxidative Modifikationen wie das 8-oxo-dG die Fähigkeit von 

Vertebraten-DNA erhöhen, TLR9 zu aktivieren (Busconi et al., 2006; Collins et al., 2004). 

Busconi und Kollegen konnten darüber hinaus zeigen, dass ORNs, die im unmodifizierten 

Zustand nicht-immunstimulatorisch waren (Heil et al., 2004), nach Inkorporation eines 8-

oxo-G ebenfalls TLR9-abhängig erkannt wurden und Zytokine induzierten. Sie schlossen 

daraus, dass oxidativ geschädigtes Guanin generell ein Ligand für TLR9 ist (Busconi et 

al., 2006). Ihre Beobachtung, dass der Einbau dieser oxidativen Basenmodifikation das 

immunstimulatorische Potenzial von Nukleinsäuren verstärkt, deckt sich mit den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Allerdings fiel dieser Effekt vor allem bei der 

zytosolischen Erkennung von Nukleinsäuren ins Gewicht, und die Beteiligung von PDCs, 

welche TLR9 zur Typ I-IFN-Antwort beitragen können, konnte ausgeschlossen werden. 

Ebenso konnte auch in TLR9-defizienten mDCs die gesteigerte Immunaktivierung durch 

UV-modifizierte DNA beobachtet werden, und auch in humanen Monozyten, die TLR9 

nicht exprimieren, wurde der UV-Effekt beobachtet.  
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4.9 Die Stress-aktivierten Proteinkinasen p38 und JNK 

sind an der IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte 

genomische DNA beteiligt 

 

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 8-OH-dG bzw. 8-OH-G die Struktur von 

Nukleinsäuren derart veränderte, dass ihre Bindungseigenschaften an ihren spezifischen 

Rezeptor verbessert wurden und sie infolge dessen immunstimulatorischer waren. Ein 

Kotransfektionsexperiment, das im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurde, sprach 

allerdings gegen diese Hypothese. Es zeigte sich, dass die Kotransfektion eines UV-

bestrahlten aber relativ inerten DNA-Oligonukleotids in Kombination mit einem 

zytosolischen Stimulus wie poly I:C, poly dAdT oder 3-P-RNA zu einer signifikanten 

Steigerung der IFN-α-Antwort muriner Wildtyp-mDCs führte, wobei mit steigender 

Strahlendosis mehr IFN-α sezerniert wurde. Dass das UV-bestrahlte DNA-Oligonukleotid 

nicht die Aufnahme der kotransfizierten Nukleinsäure beeinflusste und es deshalb zu 

einer verstärkten IFN-α-Induktion kam, konnte mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten DNA-

Oligonukleotids ausgeschlossen werden. Dieser Befund deutete darauf hin, dass 

vermutlich zwei Signalwege bei dem beobachteten UV-Effekt miteinander interagierten 

und die Erkennung von Nukleinsäure und ROS bedingter, oxidativer Basenmodifikation 

möglicherweise über zwei unterschiedliche Rezeptoren erfolgte.  

Im Rahmen eines weit gefächerten Screenings wurden die Effekte von Inhibitoren 

unterschiedlichster Signalwege auf die verstärkte IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte 

genomische DNA in murinen Wildtyp-mDCs untersucht. Es wurde nach einer gezielten 

Inhibition der UV-bedingten Signalamplifikation gesucht, um aufzuklären, welche Proteine 

an dem synergistisch wirkenden Signalweg beteiligt sein könnten. Dieses Screening 

umfasste eine Vielzahl von Inhibitoren, deren Zielproteine eine essentielle Rolle bei der 

Signaltransduktion, -regulation oder transkriptionellen Aktivierung innehaben: Inhibitoren 

gegen PKC (Gö6850), Syk (Piceatannol), Vav (6-Thio-GTP), JAK3 (Janex-1), Cdk2-

Inhibitor (Cdk2-Inhibitor II), Stat5 (STAT5-Inhibitor), NFAT (Cyclosporin A) und NF-κB 

(BAY11-7082). Darüber hinaus wurden auch die Inhibitoren des Autophagie-Prozesses 

Ly294002, 3-Methyladenin und Wortmannin getestet. Die meisten dieser Inhibitoren 

hatten einen Einfluss auf die Viabilität der mDCs und führten infolgedessen zu einer 

generellen Reduktion der IFN-α-Antwort unabhängig von der transfizierten 

immunstimulatorischen Nukleinsäure.  

Da UV-geschädigte Nukleinsäuren außer von einem spezifischen Rezeptor auch von 

Reparaturproteinen erkannt werden könnten, wurde ferner untersucht, ob diese 
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möglicherweise auch die IFN-α-Induktion beeinflussten. Doch weder eine Inhibition der an 

der Reparatur von DSBs beteiligten Proteinkinasen ATM und DNA-PK mittels KU-55933 

bzw. NU-7026 noch die Inhibition der durch SSBs induzierten und BER regulierenden 

PARP-1 mit Hilfe von IQD hatten Auswirkungen auf die UV-bedingte Signalamplifikation.  

Einzig unter der Verwendung der Inhibitoren gegen die MAPKs p38 (SB202190) und JNK 

(SP600125) zeigte sich, dass die IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte genomische DNA 

bereits bei sehr geringen Inhibitorkonzentrationen deutlich abnahm, während die IFN-α-

Antwort auf poly I:C erst bei höheren Konzentrationen beeinträchtigt wurde. Die reduzierte 

IFN-α-Sekretion der mDCs war nicht auf eine Abnahme der Zellviabilität zurückzuführen. 

Folglich blockierte die gezielte Inhibition der MAPKs p38 und JNK die IFN-α-induzierende 

Signalkaskade, die durch die zytosolische Erkennung UV-modifizierter DNA eingeleitet 

wurde. Damit konnten die beiden MAPKs auch als mögliche synergistisch wirkende 

Signalmoleküle in Frage kommen, welche die IFN-α-Induktion durch UV-modifizierte 

Nukleinsäuren amplifizierten. Die Inhibition der MAPK ERK mittels UO126 führte dagegen 

dosisabhängig zum Sterben der mDCs und einer damit einhergehenden Reduktion der 

IFN-α-Antwort.  

Es ist bekannt, dass die SAPKs p38 und JNK insbesondere auf äußere Stressfaktoren 

wie UV-Strahlung, osmotischen Schock oder oxidativen Stress reagieren, aber auch auf 

inflammatorische Zytokine (Kyriakis and Avruch, 2001; Pearson et al., 2001). Die SAPKs 

werden vor allem im Zytoplasma aktiviert, wobei die Aktivierung über eine dreistufige 

Aktivierungskaskade erfolgt, und translozieren dann in den Nucleus, um 

Transkriptionsfaktoren wie AP-1 zu aktivieren, welche die Expression verschiedener Gene 

kontrollieren. Auf diese Weise induzieren sie Apoptose, Inflammation und 

Zelldifferenzierung. Von Raman und Kollegen wurde publiziert, dass nach UV-induzierten 

DSBs die Kinase TAO über ATM aktiviert wird und TAO daraufhin die Aktivierung von p38 

über die MAPKKs MKK3/6 vermittelt (Raman et al., 2007). Auch eine Stimulation von 

ASK1 durch oxidativen Stress z.B. ROS führt laut Nagai und Kollegen zur Aktivierung von 

p38 und JNK, durch die nachfolgend Apoptose ausgelöst wird (Nagai et al., 2007). Zudem 

können pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1 eine Phosphorylierung von p38 und JNK 

bewirken und dadurch eine inflammatorische Antwort auslösen (Coulthard et al., 2009; 

Kumar et al., 2003). Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass p38 im Gegensatz zu JNK 

und ERK auch eine wichtige Rolle im IFN-Signalweg spielt (Platanias, 2003). So 

aktivieren IFN-α und IFN-β p38 in vielen verschiedenen Zelllinien unterschiedlichen 

Ursprungs (Goh et al., 1999; Mayer et al., 2001; Platanias, 2003; Uddin et al., 2000), 

wobei diese Aktivierung auf der Ebene des Typ I-IFN-Rezeptors durch eine 

vorgeschaltete Aktivierung der Tyrosinkinasen Tyk2 und/oder Jak1 erfolgt (Mayer et al., 
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2001) und über die kleine GTPase Rac1 vermittelt wird (Uddin et al., 2000). Die 

Aktivierung des Rac1/p38-Signalwegs wird zum einen mit der Regulation der IFN-

abhängigen Gentranskription in Zusammenhang gebracht (Goh et al., 1999; Uddin et al., 

2000; Uddin et al., 1999), zum anderen mit der Regulation der Typ I-IFN-abhängigen 

Induktion der Proteinexpression über post-transkriptionale Mechanismen (Doualla-Bell 

and Koromilas, 2001). Die Fähigkeit von p38, die IFN-abhängige Gentranskription zu 

regulieren, lässt vermuten, dass dieser Signalweg entweder die Aktivierung IFN-

regulierter Stats moduliert oder aber über andere Effektormoleküle die Transkription von 

ISGs induziert (Li et al., 2004). Den Beobachtungen dieser Arbeit zufolge aktivierte 

anscheinend auch UV-modifizierte genomische DNA nach Translokation ins Zytosol 

muriner Wildtyp-mDCs die SAPKs p38 und JNK, welche die IFN-α-Sekretion wesentlich 

beeinflussten. 

Anders als in murinen Wildtyp-mDCs zeigte sich in humanen Monozyten jedoch, dass 

unter Verwendung des p38-Inhibitors SB202190 die IFN-α-Induktion durch genomische 

DNA generell unterdrückt werden konnte, unabhängig davon ob die genomische DNA aus 

unbestrahlten oder UV-bestrahlten RMA Zellen isoliert worden war. Dazu reichten bereits 

geringe Konzentrationen des Inhibitors. Die IFN-α-Antwort auf transfiziertes poly dAdT 

sowie 3-P-RNA nahm hingegen erst mit steigender Inhibitorkonzentration langsam ab. 

Demnach würden p38 und möglicherweise auch JNK nicht explizit den UV-Effekt 

vermitteln sondern prinzipiell eine Rolle bei den zytosolischen Erkennungsmechanismen 

von genomischer DNA und/oder bei den dadurch induzierten Signaltransduktionswegen 

spielen. Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dass die genomische DNA 

auch während ihrer Isolation aus den RMA Zellen durch Nutzung von Chloroform-

Isoamylalkohol aufgrund reaktiver Abbauprodukte oxidativ geschädigt wurde. Dies würde 

wiederum bedeuten, dass p38 und JNK möglicherweise doch explizit die IFN-α-Antwort 

auf UV- bzw. oxidativ geschädigte genomische DNA wesentlich beeinflussen könnten. Zur 

Stützung dieser Hypothese wären jedoch weitere Experimente beispielsweise mit den 

entsprechenden „knockout“- oder „knockdown“-Zellen nötig. Auch ein Western Blot könnte 

evt. Aufschluss darüber geben, ob p38 und JNK gezielt oxidativ geschädigte 

Nukleinsäuren binden. 
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4.10 In myeloiden Immunzellen könnte die verstärkte 

Immunerkennung UV-geschädigter Nukleinsäuren 

anhand oxidativer Modifikationen zur Phototoxizität 
beim SLE führen 

 

Die Bedeutung des durch ROS beeinflussten, oxidativen Status von Nukleinsäuren für die 

Induktion von Immunantworten, die in dieser Arbeit herausgearbeitet wurde, wird in der 

Literatur vielfach mit der Entstehung von Erkrankungen assoziiert. Interessanterweise 

finden sich in diesem Zusammenhang viele Publikationen über mitochondriale DNA 

(Harman, 1992; Shigenaga et al., 1994). In mitochondrialer DNA können unter normalen 

Umständen weitaus mehr oxidative Basenschädigungen in Form von 8-OH-dG 

nachgewiesen werden als in nukleärer DNA (Agarwal and Sohal, 1994; Richter, 1992; 

Shigenaga et al., 1994), was sowohl auf die räumliche Nähe der mitochondrialen DNA zu 

den während des Elektronentransports generierten ROS, auf ein Fehlen schützender 

Histonproteine als auch auf ineffiziente mitochondriale DNA-Reparaturmechanismen 

zurückzuführen ist (Wiseman and Halliwell, 1996). Collins und Kollegen publizierten, dass 

mitochondriale DNA aufgrund unmethylierter CpG-Sequenzen sowie ihres oxidativen 

Status eine pro-inflammatorische Wirkung sowohl in vitro als auch in vivo besitzt und nach 

intraarticulärer Injektion Arthritis in Mäusen induzierte (Collins et al., 2004). Dabei spielten 

Monozyten und Makrophagen eine essentielle Rolle. Aber auch oxidativ geschädigte DNA 

konnte unabhängig von CpG-Motiven Arthritis auslösen, unmodifizierte nukleäre DNA 

hingegen nicht. Mit Hilfe von DNA-Oligonukleotiden konnten sie zeigen, dass die 

Induktion von Arthritis auf 8-OH-dG-Modifikationen beruhte. Darüber hinaus konnten sie 

nachweisen, dass in der Gelenksflüssigeit von Arthritis-Patienten signifikant größere 

Mengen extrazellulärer, mitochondrialer DNA sowie oxidierter DNA vorlagen als in 

Kontrollpatienten. Auch bei Patienten, die an der Alzheimer oder vaskulärer Demenz 

erkrankt waren, konnten sie intrathekal mehr oxidierte DNA nachweisen als bei gesunden 

Kontrollen. Oxidativ geschädigte mitochondriale DNA bzw. eine Zunahme der 8-OH-dG-

Modifikation wurde schon früher in Zusammenhang mit neurodegenerativen 

Erkrankungen wie Alzheimer (Mecocci et al., 1994) und Artheriosklerose gebracht (Corral-

Debrinski et al., 1992), wobei kontrovers diskutiert wurde, ob diese Zunahme auf eine 

vermehrte oxidative Schädigung zurückging und/oder eine verminderte Reparaturaktivität 

(Halliwell and Aruoma, 1991). Bashir und Kollegen zeigten ebenfalls, dass die 

genomische DNA aus Lymphozyten von Patienten mit rheumatoider Arthritis, SLE, 

Vaskulitis sowie der Behcet’s Erkrankung mehr 8-OH-dG aufwies als die gesunder 
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Kontrollen (Bashir et al., 1993).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die immunogene Wirkung von Mitochondrien, die 

entweder aus UV-bestrahlten RMA Zellen isoliert oder direkt mit UV-Licht bestrahlt 

worden waren, untersucht. Unter den getesteten Konditionen konnte jedoch keine IFN-α-

Antwort in Wildtyp-mDCs durch eine Stimulation mit Mitochondrien induziert werden, 

weshalb diese Versuche hier nicht aufgeführt sind. 

Auf der Grundlage der angeführten Publikationen sowie den Ergebnissen der 

vorliegenden Arbeit könnte man dennoch vermuten, dass in einem Mausmodell zum SLE 

beispielsweise dem MRL/lpr-Modell, bei dem die Autoimmunität wesentlich durch eine 

Mutation im Fas-Rezeptor-Gen lpr zurückzuführen ist, auch UV-modifizierte genomische 

DNA SLE stärker induzieren müsste als unmodifizierte genomische DNA. Erste Befunde 

deuteten zumindest darauf hin, dass MRL/lpr-Mäuse ebenso wie Wildtyp-Mäuse nach 

einmaliger i.v. Injektion UV-bestrahlter genomischer DNA signifikant mehr IFN-α 

produzierten als nach Gabe unmodifizierter genomischer DNA. Allerdings wurde von 

Schwarting und Kollegen beschrieben, dass eine IFN-β-Behandlung die serologische und 

histologische Manifestation der Erkrankung in MRL-Faslpr-Mäusen reduziert (Schwarting 

et al., 2005). 

Mit der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, einen möglichen Mechanismus aufzuzeigen, 

wie UV-Strahlung zur Induktion von Lupus-Schüben führen könnte. Die genauen Gründe, 

warum bei vielen LE-Patienten durch Sonnen- bzw. UV-Exposition neben 

Entzündungsreaktionen in den inneren Organen im Falle einer systemischen 

Manifestation insbesondere die für alle LE-Subtypen charakteristischen Hautläsionen 

provoziert werden, waren bislang völlig unklar.  

Diesem Mechanismus zufolge kommt es in der Haut von LE-Patienten, die unter erhöhter 

Photosensitivität leiden, infolge von UV-Exposition neben vermehrter Apoptose in 

Keratinozyten und anderen Zelltypen der Haut auch zu übermäßigen Schädigungen 

zellulärer Nukleinsäuren in Form von oxidativen Basenmodifikationen wie 8-OH-dG/8-OH-

G. Werden diese UV-geschädigten Nukleinsäuren unzureichend von DNasen abgebaut 

und gelangen in das Zytosol myeloider Immunzellen oder Keratinozyten, werden sie von 

dortigen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkannt. Es ist denkbar, dass auch 

der Rezeptor selbst infolge der UV-Exposition hochreguliert wird, wodurch die Detektion 

oxidierter Nukleinsäuren zusätzlich gesteigert wird. So wird, möglicherweise über die 

SAPKs p38 und JNK, eine verstärkte pro-inflammatorische Immunantwort ausgelöst, die 

neben der Sekretion von IP10, IL-6 und IL-12p40 insbesondere durch große Mengen Typ 

I-IFN charakterisiert ist.  

Dieser Mechanismus einer verstärkten Immunerkennung UV-geschädigter Nukleinsäuren 

wäre eine Erweiterung des von Baccala und Kollegen beschriebenen Modells, dem 
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zufolge systemische Autoimmunität wie beim SLE in zwei fundamentalen Phasen 

induziert wird, die sich zwar im Bezug auf die APC-Aktivierung unterscheiden, sich aber 

beide um die Produktion des krankheitsfördernden Schlüsselzytokins Typ I-IFN drehen 

(Baccala et al., 2007). Nach diesem Modell werden in einer initialen TLR-unabhängigen 

Phase zunächst apoptotisches Zellmaterial sowie damit assoziierte Nukleinsäuren von 

speziellen DCs aufgenommen, wobei diese Phase bereits durch die Ausschüttung von 

Typ I-IFN gekennzeichnet ist (Baccala et al., 2007). Wie vor allem RNA, DNA, 

Makromoleküle, die diese Nukleinsäuren beinhalten, oder gar noch undefiniertes, 

apoptotisches Zellmaterial TLR-unabhängig IFN-α/β in DCs induzieren können, ist noch 

wenig bekannt (Baccala et al., 2007). Mit dem Befund der vorliegenden Arbeit, dass durch 

UV-Strahlung oxidativ geschädigte Nukleinsäuren in der Haut TLR-unabhängig IFN-α/β 

induzieren könnten und so zur Initiation der Pathogenese lokaler oder systemischer 

Autoimmunität beitragen könnten, wäre diese Wissenslücke zum Teil geschlossen. Unter 

dem Einfluss des sekretierten IFN-α/β würden dann myeloide und lymphoide DCs MHC 

und andere ko-stimulatorische Moleküle wie CD40, CD80, CD86 auf ihrer Oberfläche 

hochregulieren und zu effizienten Selbst-Antigen präsentierenden Zellen differenzieren, 

die autoreaktive T-Helfer-Zellen aktivieren können (Baccala et al., 2007). Des Weiteren 

fördern die DCs die Maturation von CD8+ Effektor-T-Zellen, welche Zielzellen abtöten 

sowie Nukleosomen und weitere Lupus-Autoantigene generieren (Banchereau and 

Pascual, 2006). Infolge der Zytokinausschüttung, insbesondere von BAFF (Blys) und 

APRIL, durch die IFN-α/β-aktivierten DCs proliferieren auch autoreaktive B-Zellen und 

differenzieren zu Plasmazellen (Baccala et al., 2007). Durch die Bildung von Nukleinsäure 

beinhaltenden Immunkomplexen wird dann die Amplifikationsphase induziert. (Baccala et 

al., 2007). In dieser Phase werden nukleäre Autoantigene, Chromatin oder dessen 

Bestandteile komplexiert an Autoantikörper über FcγRIIa aufgenommen. Diese induzieren 

zum einen in PDCs die Produktion von IFN-α/β über die endosomalen TLR7/8 und TLR9 

(Barrat et al., 2005; Boule et al., 2004; Marshak-Rothstein, 2006; Martin and Elkon, 2005; 

Ronnblom et al., 2006; Savarese et al., 2006; Vollmer et al., 2005; Wagner, 2006), zum 

anderen fördern diese Komplexe die TLR-abhängige Aktivierung von B-Zellen, die 

Antigenrezeptoren (BCR) tragen, welche spezifisch für Autoantigenepitope oder den Fc-

Teil des Autoantikörpers im Immunkomplex sind (Marshak-Rothstein, 2006). Die 

Aktivierung von BCR und TLR7/9 führt zu einer effizienten B-Zell-Proliferation, wobei die 

aktivierten B-Zellen auch Peptide endozytierter Makromoleküle T-Helfer-Zellen 

präsentieren können (Baccala et al., 2007). Im Gegensatz zur initialen Phase ist diese 

zweite Phase also durch eine TLR-abhängige Induktion von IFN-α/β  in PDCs und DCs 

sowie durch eine erhöhte B-Zell-Proliferation und AK-Produktion gekennzeichnet (Baccala 
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et al., 2007). Durch Wechselwirkung mit Typ I-IFN wird zudem vermutlich Typ II-IFN 

induziert (IFN-γ). Das Zusammenspiel all dieser Effekte führt letztlich zur 

Aufrechterhaltung des Autoimmunprozesses und erhöht die Pathogenität, wobei der hier 

vorgestellte Mechanismus der verstärkten Immunerkennung UV-geschädigter 

Nukleinsäuren und TLR-unabhängigen Induktion von IFN-α/β vor allem in der 

Initiationsphase von zentraler Bedeutung sein könnte.  

Ein größeres Verständnis der Pathogenese des LE eröffnet gleichzeitig auch neue 

Möglichkeiten zur Therapie dieser Autoimmunerkrankung. IFN-α/β und/oder IFN-γ mit AKs 

oder rekombinanten Rezeptoren zu blockieren oder der Einsatz von DNA-Sequenzen und 

anderer Mittel, die eine Aktivierung von TLRs inhibieren (Barrat et al., 2005; Dong et al., 

2005; Rezaei, 2006), stellen sicherlich vielversprechende Therapiemöglichkeiten dar 

(Baccala et al., 2007), andererseits schon in die Initiationsphase der Erkrankung 

eingreifen zu können und dabei weder TLRs noch IFN-α/β in ihrer nützlichen Funktion 

einschränken zu müssen, wäre eine völlig neue und sicherlich auch vorteilhafte Strategie. 

Es müsste gelingen, gezielt UV-geschädigte Nukleinsäuren zu entfernen bzw. deren 

Erkennung zu unterbinden, um so die initiale Produktion von IFN-α/β auszuschalten. Die 

genaue Entschlüsselung des Erkennungsmechanismus oxidierter genomischer DNA wäre 

daher ein neuer Ansatzpunkt für eine erfolgreiche Therapie des SLE. 
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5  Anhang 
 

5.1  Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide 

 
ODN DNA-Sequenz 

ACG ACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACG 

AGC AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 

CCG CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG 

CGG CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGG 

CGT CGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGT 

GCT CTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCT 

AC ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC 

GT GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 

ATA ATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATA 

TAT ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATT 

CTA CTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTA 

TCA TCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCA 

ACA ACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACA 

TAG TAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAG 

TGA TGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGA 

TGT TGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGT 

CpG 1826 TCCATGACGTTCCTGACGTT 

Fluoreszenz-

markiertes 

ODN 

FAM-CAATGGTCCTGCTGGAGTTC 

  

ORN RNA-Sequenz 

IVT2 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCG 

 

 

5.2  Abkürzungsverzeichnis 

 
% Prozent 

(d)NTPs (Desoxy)nukleosidtriphosphate 

°C Grad Celsius 

3-P-RNA 5’-Triphosphat RNA 

6-4-PP Pyrimidin-(6-4)-Pyrimidon-Photoprodukt 

8-OH-(d)G 8-Hydroxy-(2-desoxy)guanosin 

8-OH-(d)GTP 8-Hydroxy-(2-desoxy-)guanosintriphosphat 



5 Anhang 

 180 

8-oxo-dG 8-Oxo-2’-desoxyguanosin 

AChE Acetylcholinesterase 

ADAR RNA-specific adenosine deaminase 

AIM2 absent in melanoma 2 

AK Antikörper 

ALE Akuter LE 

Ana antinukleäre Antikörper 

AP-1 activator protein 1 

Apaf-1 apoptosis protease activating factor-1 
APC Antigen-präsentierende Zelle 

APE1 apurinic/apyrimidinic-endonuclease 1 

AP-Stelle apurine/apyrimidine Stelle 

ARA American Rheumatism Association 

ASC apoptosis-associated speck-like protein 

ASK1 apoptosis signal-regulating kinase 

ATF2 activating transcription factor 2 

ATM ataxia-telangiectasia mutated 

ATP Adenosintriphosphat 

ATR ATM and Rad3 related 

BAFF B cell activating factor of the TNF family 

Bax bcl-2-associated x protein 

BDCA blood dendritic cell antigen 

BER Basen-Exzisionsreparatur 

Blys B lymphocyte stimulator 

bp Basenpaar 

CAD Caspase-aktivierte DNase 

CARD caspase recruitment domain 

CARDif CARD adaptor inducing IFN-β 

CBP CREB-binding protein 

CCLE Chronischer CLE 

CD Cluster of Differentiation 

CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 inhibitor 

CDLE Chronisch diskoider CLE  

CHK checkpoint kinase 

ChLE Chilblain LE 

CLE Kutaner LE 

cm Zentimeter 

CPD Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer 

CSA/B Cockaine Syndrome complementation group A/B 

CTD C-terminale Domäne 

DAI DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors 

DC dendritische Zelle 

DDB1/2 damaged DNA binding 1/2 

DFF DNA fragmentation factor 

DNA Desoxyribonukleinsäure 
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DNA-PK DNA-dependent protein kinase 

DNase Desoxyribonuclease 

ds Doppelstrang-, doppelsträngig 

DSB double strand break 

ELISA Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay 

ERK extracellullar signal-related kinase 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

FADD FAS-associated death domain 

FALS forward angle light scatter 

FITC Fluorescein-Isocyanat 

FSC forward scatter 

g Erdbeschleunigung 

g Gramm 

G(M)-CSF Granulozyten-(Makrophagen-)Kolonie-stimulierender Faktor 

h Stunde 

HIN-200 hematopoetic interferon-inducible protein with 200 amino acid repeat 

HLA human leukocyte antigen 

hOGG-1/2 Oxoguaninglykosylase-1/2 

HRP horse radish peroxidase 

HSV Herpes-simplex-Virus 

HUVECs human umbilical vein endothelial cells 

IκB inhibitor of NF-κB 

i.v. intravenös 

ICAD Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase 

ICAM inter-cellular adhesion molecule 1 

ICLE Intermittierender CLE  

ICs Chromatin-IgG-Immunkomplexe 

IFI16 interferon-inducible protein 16 

IFIX interferon-inducible protein X 

IFN Interferon 

IFNAR Typ I-Interferon-Rezeptor 

Ig Immunglobulin 

IKK IκB-Kinase-Komplex 

IL Interleukin 

IPS-1 IFN-β promoter stimulator 1 

IRAK interleukine-1 receptor associated kinase 

IRF interferon regulatory factor 

ISG IFN-stimulated gene 

ISGF IFN-stimulated gene factor 

ISRE IFN-stimulated response element 

J/cm2 Joule pro Quadratzentimeter 

JAK Janus Kinase 

JNK Jun N-terminal kinase 

kB Kilobasenpaar 
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kDA Kilodalton 

ko knockout 

l Liter 

LE Lupus erythematodes 

LEP LE profundus 

LET LE tumidus 

LGP2 laboratory of genetics and physiology 2 

LLR C-Typ Lektin-like Rezeptor 

LRR leucin rich repeats 

M molar 

MACS magnetic cell sorting 

Mal MyD88 adaptor like 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MAVS mitochondrial antiviral signalling protein 

MCP-1 monocyte chemotactic protein 1 

MDA-5 melanoma differentiation associated gene 5 

mDC myeloide dendritische Zelle 

mg Milligramm 

MHC major histocompatibility complex 

min Minute 

MITA mediator of IRF3 activation 

mJ/cm2 Millijoule pro Quadratzentimeter 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM millimolar 

MNDA myeloid nuclear differentiation antigen 

mRNA messenger RNA 

ms Millisekunden 

mTOR mammalian target of rapamycin 

Mx myxovirus resistance GTPase 

MyD88 myeloid differentiation primary response protein 88 

NAD+ Nicotinamidadenindinukleotid 

NAK NF-κB-activating kinase 

NAP1 NAK-associated protein 1 

NEMO NF-κB essential modulator 

NER Nukleotid-Exzisionsreparatur 

NF-κB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

NFAT nuclear factor of activated T cells 

ng Nanogramm 

NHEJ nichthomologes Endjoining 

NK-Zelle natürliche Killerzelle 

NLR Nod-like Rezeptor 

NLRP3 NOD-like receptor family, pryin domain containing 3 

nm Nanometer 
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nM nanomolar 

nt Nukleotid 

OAS 2'-5'-Oligoadenylat-Synthetase 

OD optische Dichte 

ODN Oligodesoxynukleotid 

ORN Oligoribonukleotid 

p38 p38 mitogen-activated protein-kinase 

PAMP pathogen associated molecular pattern 

PAR Poly (ADP-Ribose) 

PARG Poly (ADP-Ribose)-glykohydrolase 

PARP-1 Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 

PBMC periphere mononukleäre Blutzelle 

PCNA proliferating cellular nuclear antigen 

PCR polymerase chain reaction 

PDC plasmazytoide dendritische Zelle 

pg Picogramm 

PI3K phosphatidylinositol-3-OH kinase 

PIKK phosphatidylinositol 3-kinase related kinase 

PKC Proteinkinase C 

PKR dsRNA-dependent protein kinase 

pmol Picomol 

Pol Polymerase 

poly A polyadenylic acid potassium salt 

poly dAdT polydeoxyadenylic-polydeoxythymidilic acid sodium salt 

poly I:C polyinosinic-polycytidilic acid 

PRD positive regulatory domain 

PRR pattern recognition receptor 

RD Repressor-Domäne 

RFC replication factor C 

RIG-I retinoic acid inducible gene I 

RIP1 receptor interacting protein 1 

RISC RNA-induced silencing complex 

RLC RISC-loading complex 

RLR Rig-like Rezeptor 

RNA Ribonukleinsäure 

ROS reactive oxygen species 

RPA replication protein A 

rRNP ribosomal ribonucleoprotein 

RT Raumtemperatur 

s Sekunden 

SAPK Stress-aktivierte Proteinkinase 

SARM sterile alpha- and armadillo-motif-containing protein 

SCLE Subakuter CLE 

SEM standard error of mean 

shRNA short hairpin RNA 
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siRNA small interfering RNA 

SLE Systemischer Lupus erythematodes 

snRNA small nuclear RNA 

snRNP small nuclear ribonucleoprotein 

ss Einzelstrang-, einzelsträngig 

SSB single strand break 

SSC sideward scatter 

Stat signal transducer and activator of transcription 

STING stimulator of interferon genes 

Syk spleen tyrosine kinase 

TAB TAK1 bindendes Protein 

TAK1 transforming growth factor-beta-activated protein kinase 1 

TANK TRAF-family member associated NF-κB activator 

TAO thousand and one amino acid 

TBK1 TANK binding kinase 1 

TGF-β transforming growth factor-β 

TH1 T-Helfer-Zelle Typ 1 

TICAM1/2 TIR domain containing adaptor molecule 1/2 

TIR Toll/Interleukin-1 Rezeptor Homologie 

TIRAP TIR domain containing adaptor protein 

TLR Toll-like Rezeptor 

TNF Tumor Nekrose Faktor 

TNFR TNF-Rezeptor 

TRADD tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein 

TRAF TNF-receptor associated-factor 

TRAM TRIF related adaptor molecule 

TRIF TIR domain containing adaptor protein inducing IFN-β 

TRIM tripartite motif protein 

Tyk2 Tyrosin Kinase 2 

U Units 

U/min Umdrehungen pro Minute 

UV ultraviolett 

V Volt 

VCAM vascular cell adhesion molecule 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VISA virus-induced signalling adaptor 

WALS wide angle light scatter 

XPC xeroderma pigmentosum complementation group C 

XRCC X-ray repair complementing defective repair in chinese hamster cells 

ZBP1 Z-DNA binding protein 1 

ZNS Zentrales Nervensystem 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM Mikromolar 
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